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“Feirunt summos, fulmina montes.”
(Horácio, Odoe, 2, 10, 11-12)
“Lasciate ogni speranza, voi ch’entrate.”
(La divina commedia, Dante Alighieri)
“Ridendo castigat mores.”
(Abbé Jean de Santeul)
“Coming together is a beginning, staying together is
progress, and working together is success.”
(Henry Ford)
“No one can whistle a symphony; it takes a whole
orchestra to play it.”
(Halford Edward Luccok)
“Where all think alike, no one thinks very much.”
(Walter Lippmann)
“No, no, you’re not thinking, you’re just being logical.”
(Niels Bohr)
“The easiest way to scale well is to have bad single-core
performance.”
(Blind Freddie)
“If you want something done you have to do it your-
self.”
(Highlander II)
“Programming today is a race between software engi-
neers striving to build bigger and better idiot-proof
programs, and the universe trying to build bigger and
better idiots. So far, the universe is winning.”
(Rick Cook)
“Documentation is like sex: When it’s good it’s great,
and when it’s bad it’s better than nothing.”
(Linus Torvalds)
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Resumo
Entre as causas da resistência bacteriana, a expressão de metalo-β-lactamase (MβL)
é uma das maiores preocupações devido ao seu amplo espectro de ação e à ausência de
inibidores efetivos. A despeito dos estudos de mecanismos e da classificação estrutural
entre subgrupos (B1, B2, B3), certos domínios estruturais podem construir chaves de
especificidade na inibição destas proteínas. Nesse trabalho, através de um estudo sistemá-
tico in silico, foram demonstrados os principais aspectos que diferenciam os subgrupos
B1 e B3 de uma perspectiva estrutural e físico-química. Dentre os grupos diferenciadores,
uma região não conservada, uma alça (linker 1 ) presente nas enzimas do subgrupo B1,
associada com seu amplo espectro de atuação. Já as enzimas de B3 possuem um motivo
hélice-gancho-hélice (linker 2 ) que é associado à especificidade de substrato. Também, um
triptofano bem conservado a uma distância de 6.3 Å do sítio ativo é encontrado em maior
parte no subgrupo B3, sugerindo que a interação de empilhamento-pi, quando estabelecida,
poderia estabilizar grupos aromáticos do substrato ou inibidor. Observando por uma
perspectiva físico-química, o potencial eletrostático de superfície além de 6 Å de distância
do centro metálico Zn2+ é próximo da neutralidade para o subgrupo B1 e negativo para o
subgrupo B3. Não obstante, os índices de Fukui calculados para o sítio ativo revelaram que
os resíduos Asp120 de B3 e Cis221 de B1 são mais susceptíveis a um ataque eletrofílico, o
que diferencia B1 de B3. Os dados reportados aqui nos permitiu realizar uma campanha de
ancoragem bem sucedida e propor dois inibidores com ação específica contra B1 versus B3.
A atividade de inibição e a especificidade foi analisada através de simulação de dinâmica
molecular e indicou que apenas um dos inibidores propostos apresentaram ação específica
contra B3. Os resultados representam, portanto, um estudo in silico sistemático de todas
as estruturas reportadas de MβL e descrevem domínios estruturais e características eletrô-
nicas da superfície e de resíduos específicos que podem ser exploradas na elaboração de
inibidores mais seletivos.
Abstract
Among the causes of bacterial resistance, metallo-β-lactamase (MβL) production is
one of the major concerns, due to its broad-spectrum of action and the absence of useful
inhibitors. Despite MβL’s mechanism studies and structural classification into subgroups
(B1, B2, and B3), there are specific domains and structures that can construct a key for
specificity towards the those protein inhibition. In this work, by a systematic in silico
study, it was shown the major aspects that differentiate B1 and B3 subgroups from a
structural and physicochemical perspective. Among the characteristic groups used to
differ the structures, a non-conserved linker, known as a loop (linker 1 ) belonging to
B1 enzyme , is associated with their broader-spectrum of action. Yet, the B3 enzymes
has a helix-hairpin-helix (HHH) motif (linker 2 ) that is associated with their substrate
specificity. Also, a well-conserved tryptophan at 6.3 Å from the active site is found mostly
in the B3 subgroup, suggesting that a pi-stacking interaction, when established, would
stabilize aromatic groups of the substrate, or inhibitor. Looking at the physicochemical
descriptors, electrostatic potential at surface 6 Å apart from the Zn2+ center is close to
neutral in B1 subgroup and negative in the B3 subgroup. Nevertheless, calculated Fukui
indices for the active site revealed that the B3’s Asp120 and B1’s Cys221 residues are
susceptible to electrophilic attack, which differentiate B1 from B3. The data reported
here allowed us to perform a successful docking campaign and propose two inhibitors with
specificity of action against B1 versus B3. The inhibition activity and their specificity were
analyzed through molecular dynamic simulation, which suggested only one efective and
with specificity of action inhibitor between the two proposed firstly. Therefore, the results
figure as a systematic in silico study of all reported MβL structures and describe structural
motifs, surface electronic characteristic, and specific residues that can be deployed into
the design of more selective inhibitors.
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1.1 Resistência bacteriana e cenário atual
Desde o isolamento do primeiro agente antibacteriano em 1929, por Alexander Fleming,
o método mais comum de tratamento de infecções bacterianas consiste na administração
de compostos cujo mecanismo de ação ainda consiste na inibição da construção de pepti-
dioglicanas, isto é, da parede celular1,2. No processo de crescimento celular, a bactéria
precisa expandir suas dimensões via construção de uma extensa rede de peptidioglicanas,
conferindo-lhe rigidez e suporte2. Contudo, a construção de peptidioglicanas, realizado
pela enzima transpeptidase, pode ser prejudicada na presença de penicilina e antibacteria-
nos de estrutura similar, dado que a estereoquímica do anel β-lactâmico é similar àquela
observada pelo dipeptídio de D-alanina, como demonstrado na Figura 1.1.
(a) (b)
Figura 1.1: Comparação estereoquímica dos centros quirais R e S da estrutura básica de
um agente antibacteriano (1.1a) e o dipeptídio D-alanina (1.1b).
Entre os agentes antibacterianos disponíveis na clínica, atualmente, encontram-se
os quimicamente classificados em penicilinas e derivados, os quais mantém um núcleo
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estrutural comum com um anel β-latâmico e um anel tiazolidínico e variam a cadeia lateral
como ilustrado na Figura 1.2 e 1.3. Outros compostos β-lactâmicos, ainda, podem conter o
anel tiazolidínico substituído por outro anel de cinco membros como os carbapenêmicos, de
seis membros preservando o enxofre na posição 1 como cefalosporinas, de seis membros sem
o enxofre como carbacefênicos, de seis membros substituindo o enxofre por oxigênio como
os oxacefênicos, ou ainda, a preservação apenas do anel β-lactâmico como monobactamas
(veja Figura 1.3).
(a) (b)
Figura 1.2: Derivados penicilínicos. Estrutura indicada nas chaves demonstra o esqueleto
penicilínico (1.2a), R e possíveis substituições demonstradas do lado direito (1.2b), em
ordem vertical descendente R1 = Meticilina, R2 = Oxacilina, R3 = Ampicilina.
Os derivados de penicilina apresentam um espectro de atuação amplo entre grupos
de bactérias Gram-positivas e parcialmente de Gram-negativas1, contudo desde de 1946,
quando a resistência à penicilina foi primeiramente observada4, o desenvolvimento de
derivados penicilínicos floresceu vertiginosamente, colocando a humanidade na era dos
antibióticos por cerca de 30 anos até que a ocorrência de bactérias mais resistentes
começasse a impor uma ameaça invisível e onipresente4. Dada a carência de atuação
contra Gram-negativas e o contínuo aumento da resistência bacteriana (RB) outros
agentes antibacterianos foram desenvolvidos, alguns dos quais perdem o anel tiazolidínico
e preservam o anel β-lactâmico como o único núcleo comum. Dentre essas estruturas
destacam-se cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenêmicos.
Portanto, o anel β-lactâmico, presente na penicilina, corresponde ao farmacóforo no
desenvolvimento de agentes antibacterianos baseado no mecanismo da penicilina e inibição
da síntese de parede bacteriana. Apesar de outros compostos antibacterianos, que atuam
com mecanismos diferentes, terem sido desenvolvidos, os baseados em um anel β-lactâmico,
figuram entre os mais utilizados atualmente1,5,6. A grande diversidade estrutural destes
compostos, como exemplificado na Figura 1.3 garante um amplo, porém não absoluto,
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Figura 1.3: Exemplos de outros derivados penicilínicos, adaptado de Karsisiotis et al. 3 .
espectro de atuação no combate de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas1. Deve-se
ressaltar, contudo, que muitas outras propostas de agentes antibacterianos que preservam
unicamente o anel β-lactâmico, também chamados de derivados penicilínicos7, já são
conhecidos na literatura e empregados na clínica7,8, alguns exemplos são apresentados na
Figura 1.4.
(a) Carbapenema. (b) Monobactama. (c) Cefalosporina.
Figura 1.4: Estruturas básicas de agentes antibacterianos que contém aneis β-lactâmicos.
(1.4a) carbapanema com anel de tiazolidínico preservado, modificando-se substituições no
anel. (1.4b) monobactam, sem o anel tiazolidínico e com grupos substituintes adicionados
diretamente ao anel β-lactâmico (R2 e R3). (1.4c) cefalosporina, com um anel de tiazina
ao invés de tiazolidina.
Motivado não somente pela diversidade, mas pela busca da sanitização microbiana
desejada, o crescente uso de agentes antibacterianos em diversos setores desde a industria
alimentícia e agropecuária5, promoveu o aumento da pressão evolutiva, fazendo com que
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cepas bacterianas como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Legionella gormanii
fossem selecionadas, sobrevivendo aquelas capazes de combater o arsenal químico utilizado
contra sua proliferação indesejada1,9,10. Atualmente, o combate a RB é uma preocupação
de escala global com sucessivas chamadas internacionais da Organização Mundial de
Saúde6,11–13. Dentre os muitos mecanismos de resistência desenvolvidos pelas bactérias
para combater a ação de compostos β-lactâmicos, a inativação química por enzimas
hidrolíticas, denominadas β-lactamases (βL), compreende um dos desafios centrais a ser
superado na luta contra a RB.
O primeiro sinal da expressão de βL foi reportado por Abraham e Chain 14 . Inicialmente,
βL foram apresentadas como penicilinases, termo que ainda é presente em livros textos de
microbiologia1,2. Somente mais tarde as penicilinases foram divididas em quatro grandes
grupos: A, B, C e D15–21. Os grupos A e B foram primeiramente propostos por Ambler17 ,
o qual se utilizou de análises sequenciais e estruturais para classificar as βL. A classificação
de Ambler divide as estruturas de βL em dois principais grupos, sendo um contendo zinco
enzimas – denominadas de metalo-β-lactamases (MβLs) – classificadas como grupo B e
outra contendo serino-β-lactamases (SβLs) como grupo A. Pouco depois da classificação
de Ambler o grupo A foi reestruturado nos grupos A, C e D, levando-se em consideração
a conjunto de resíduos de aminoácidos no sítio ativo18,19. Dentre os quatro grupos βLs
existentes, as MβL compreendem o grupo mais alarmante por dois motivos: 1) os genes que
codificam algumas das MβL (como New Delhi Metallo-β-lactamase-1, NDM-1, uma enzima
de amplo espectro de atuação contra antibacterianos) estão presentes no DNA plasmidial
e podem ser horizontalmente transferidos entre bactérias (similar a algumas SβL)11,22,23;
2) as MβL são as únicas zinco-enzimas associadas à RB que ainda não possuem inibidores
disponíveis para uso clínico24–27. A Figura 1.5 resume o espectro de atuação dos três
subgrupos de MβL.
1.2 Metalo-β-Lactamases classificação de estruturas
e função
Embora se saiba que as MβL continuam a evoluir e novos grupos tenham sido sugeri-
dos28, estes não adicionam nova informação a cerca das diferenças estruturais dos novos
grupos propostos28,29. Sobretudo, a quantidade de dados disponíveis quando Ambler
cunhou os grupos A e B de βL não é comparável com o número atualmente disponível de
estruturas cristalizadas destas proteínas. As atualizações relevantes da classificação de
Ambler 17 ocorreram no grupo B20,21,29, o qual é composto pelas metalo-enzimas, em sua
maioria zinco-enzimas21. As MβL são, em sua maioria, enzimas dinucleares que possuem
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Figura 1.5: Subgrupos B1 (BcII, 1BVT), B2 (CphA, 1X8G) e B3 (FEZ-1, 1KO7) de MβL
dois íons ZnII em seu sítio ativo. Para estas enzimas cada íon metálico constitui um sítio,
os quais são chamados de sítio 1 e sítio 2.
Dado o progresso nos métodos de cristalização e melhorias na resolução das estruturas,
o grupo B foi subdividido em três subgrupos: B1, B2 e B320,21,30. Esta subdivisão está
baseada no tipo e loci† de resíduos de aminoácidos que se coordenam aos íons metálicos
dos sítios 1 e 230 (veja Figura 1.6). No entanto, a categorização por tipo e loci desses
resíduos de aminoácidos pode variar ligeiramente na literatura, como resumido na Tabela
1.1.
Dentre os esquemas de classificação, o modelo de Bush 20, a qual coincide com a
classificação mais antiga de Galleni et al. 30, é a mais citada na comunidade científica.
Como é possível observar na Tabela 1.1, o sítio 1 apresenta relativa conservação de resíduos
de His que coordenam íons zinco, apesar de ser notado a presença de Gln para B3, porém
em menor número20,30. Já para B2 a variação dos resíduos do sítio 1 é mais notável entre
os autores, porém, nota-se que a despeito da posição da mudança, conserva-se sempre 2
resíduos de His e um resíduo com grupo doador como Asn (O-doador) ou Met (S-doador).
Já para o sítio 2 a conservação é unânime, sendo observada uma variação apenas no
sítio 2 de B3, em que não há o aminoácido Cis e sim um único grupo ASP, preservando o
caráter doador (O-doador) esperado para o sítio. A representação em 3D do conjunto de
†Plural do latim “locus”, jargão utilizado em biologia estrutural e genética para designar uma região
específica da estrutura proteica ou do código genético2.
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Tabela 1.1: Consenso de resíduos de aminoácidos dos sítios 1 e 2 para os subgrupos B1, B2 e B3 de MβL
Subgrupo
Sítio 1 Sítio 2
Gallenia Bushb Bebronec Gallenia Bushb Bebronec
B1
His116 His116 His116 ASP120 ASP120 ASP120
His118 His118 His118 Cis221 Cis221 Cis221
His196 His196 His196 His263 His263 His263
B2
Asn116 His118 ASP120 ASP120 ASP120
His118 -d Met146 Cis221 Cis221 Cis221
His196 His196 His263 His263 His263
B3
His/Gln116 His/Gln116 His116 ASP120 ASP120 ASP120
His118 His118 His118 His121 His121 His121
His196 His196 His196 His263 His263 His263
d Similaridade não encontrada; a Galleni et al.30 ; b Bush 20 ; c Bebrone31 .
resíduos de aminoácidos para os subgrupos das enzimas do grupo B é demonstrada na
Figura 1.6, de acordo com Bush20.
Como é possível observar nos sítios de B1 e B3 (Figuras 1.6a e 1.6c, respectivamente),
nota-se a presença de dois íons ZnII, sendo notável a presença de ao menos uma água em
ponte entre o centro de íons metálicos. Embora B1 não seja uma estrutura estritamente
funcional sob a presença de dois ZnII, relata-se na literatura que a presença do segundo
íon zinco auxilia ligeiramente na atividade de manutenção do substrato após a abertura
do anel β-lactâmico32. Dado o caráter de ácido de Lewis do íon ZnII, sugere-se que a
presença de zinco auxilia na modulação da atividade catalítica da água em ponte, sendo
muito debatido na literatura qual dos íons promove essa funcionalização da água33,34, pois
cada sítio pode apresentar diferentes esferas de coordenação do metal e, por consequência,
diferentes funções biológicas. Uma proposta de mecanismo de hidrólise para os subgrupos
B1 e B3 é demonstrada na Figura 1.7, em que a abertura do anel β-lactâmico é iniciada
pelo ataque nucleofílico do grupo hidróxido, deslocado pelo acomodamento do carboxilato
do anel tiazolidínico.
A variação das esferas de coordenação do zinco, nos sítios 1 e 2, constitui-se um motivo
de grande debate na literatura10,34,35, dado que se trata de um íon cuja configuração
eletrônica é [Ar]3d10 espera-se uma estabilidade eletrônica suficiente para que o íon de
zinco assuma diferentes esferas de coordenação. Sugere-se, na literatura, que o ZnII
pertencente ao sítio 1 atuaria na funcionalização da água, fator que é corroborado por
dados cristalográficos que demonstram uma distância de cerca de 1,9 Å até 2,0 Å do grupo
hidróxido (água em ponte) ao ZnII do sítio 133 (veja Figura 1.7). Ao passo que ZnII do




Figura 1.6: Visão dos bolsos dos subgrupos de MβL. Zn1 corresponde à abreviação: sítio 1
de Zn2+. Zn2 corresponde à abreviação: sítio 2 de Zn2+. W1 representa a molécula de
água 1 e W2 molécula de água 220.
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Figura 1.7: Mecanismo de hidrólise do anel β-lactâmico para os subgrupos B1 e B3,
adaptado de Meini et al. 33.
embora mantenha o grupo hidróxido coordenado, a distância de coordenação é maior
daquela observada no íon zinco do sítio 1 em cerca de 0,6 Å a 1,0 Å.
Diferente dos grupos B1 e B3, o grupo B2 é formado por enzimas monozinco, a presença
de um único íon zinco é fundamental para a manutenção da função hidrolítica, tendo em
vista que a presença de um segundo zinco leva a um enovelamento tal da estrutura que
ocasiona a subsequente desativação por enterramento do sítio ativo36. Segundo a definição
de acidez de Pearson, ZnII tende a interagir razoavelmente bem tanto com bases duras
como moles. Desta forma o ligante, portanto, fica responsável por modular a estrutura de
coordenação e a densidade eletrônica sobre o zinco. Observando a Tabela 1.1, fica evidente
que a variação de um resíduo de His para Met, isto é, de um grupo N-doador para um
S-doador, seria suficiente para fazer com que a interação ZnII e ligante promovesse uma
maior estabilização estrutural e posterior enovelamento indesejado. Interessantemente,
discute-se, na literatura, que o sítio 1 de B2 compreende o sítio catalítico, em que o sítio 2,
mesmo com a presença do ZnII, não apresenta participação na funcionalização da água35,37.
A Figura 1.8 demonstra uma proposta de reação de hidrólise para o subgrupo B2.
Neste mecanismo, nota-se, novamente, o deslocamento da água em ponte, mantida
por ligações de hidrogênio pelo resíduo de ASP do sítio 2 e do resíduo de His do sítio
1. O deslocamento da água, motivado pela aproximação do substrato, permite que a
proximidade com o grupo carboxílico do substrato o estabilize, manteando-o susceptível ao
ataque nucleofílico da água ativada pela remoção de um próton pelo grupo His. Claramente,
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Figura 1.8: Mecanismo de hidrólise do anel β-lactâmico proposto para o subgrupo B2,
adaptado de Meini et al. 33.
o zinco participa de forma fundamental na coordenação e manutenção do substrato para
que o ataque nucleofílico ao anel possa ocorrer. A participação do zinco, dita a atividade
enzimática de todos os subgrupos de MβL, cuja ausência leva a total inativação da atividade
enzimática36.
1.3 Estratégias racionais na busca por um inibidor
de MβL
A ideia de inibir a atividade de MβL é um método atrativo no tratamento de quadros
infecciosos ocasionados por cepas resistentes. Ainda que inibidores de SβL já estejam
disponíveis e são usados em muitas terapias combinatórias como amoxicilina associada ao
clavulanato e, também, cefalosporinas associadas ao tazobactama, o subgrupo D de SβL
não apresenta inibidores específicos, contudo, esse subgrupo ainda apresenta-se em menor
número comparado àquele de MβL. Sobretudo, inibidores de MβL não estão disponíveis
para uso clínico11,38,39.
A estratégia para o desenvolvimento de inibidores de MβL, usualmente, busca substituir
o grupo hidroxila (água em ponte) entre os íons metálicos de Zn2+, tendo esses inibidores
significativa interação com as alças flexíveis próximas ao sítio ativo3,40. O deslocamento,
no entanto, pode ser promovido via coordenação polidentada dos íons metálicos, consti-
tuindo este o mecanismo mais comumente explorado na literatura26,41,42. Há, contudo,
alternativas que buscam a remoção de ZnII via ejeção, promovendo um ataque ao resíduo
que coordena o íon43. Em se tratando de zinco proteínas, vários são os exemplos na
literatura em que se busca apresentar estratégias de ejeção do zinco coordenando outro
metal ao sítio, como é o caso da ejeção de zinco da enzima NCp7, promovido pela entrega
de AuI através da administração de complexos N -hetercíclico-fosfina-ouro44. Ainda mais
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interessante, a ejeção do zinco por coordenação de um seleneto ao sítio 2, como proposto
por Chiou et al. 45 , em que um anel de cinco membros contém selênio e nitrogênio ligado
à uma fosfina sofre hidrólise levando à posterior abertura do anel e coordenação do selênio
ao resíduo de Cis, consequentemente, ejetando o zinco do sítio 2.
Para o exemplo supracitado de ejeção de zinco, duas estratégias podem ser abordadas:
um ataque eletrofílico ao resíduo que coordena o zinco, ou um ataque nucleofílico ao
metal43. Apesar de conhecida, a estratégia de ejeção de zinco mediante um ataque
eletrofílico é pouco explorada na literatura e, menos ainda, verifica-se abordagens in silico
que demonstrem investigações conduzidas na identificação de alvos para ataque46. Em
essência, a intuição química é fundamental na investigação de alvos susceptíveis de ataque
eletrofílico, como por exemplo, o conhecimento de que ácidos de metais moles (altamente
polarizáveis) como AuI apresenta forte afinidade com bases moles (altamente polarizáveis)
como enxofre, presente no resíduo de Cis, orienta na proposição de complexos metálicos
capazes de realizar a entrega do metal e promover a posterior ejeção do zinco. Apesar da
carência de literatura, é disponível vasto ferramental e conhecimento47–50 que pode ser
empregado para investigar a susceptibilidade química que grupos funcionais apresentariam
a sofrer um ataque eletrofílico. Em particular, destaca-se o índice de Fukui49 como um
descritor físico-químico capaz de relacionar o conceito de ácido e base de Pearson e orientar
na identificação de possíveis grupos de interesse para ataque eletrofílico, nucleofílico ou
mesmo radicalar.
Apesar das múltiplas estratégias, a variabilidade identificada entre os sítios metálicos
de MβLs e, principalmente, para cada subgrupo, como será explorado nesse trabalho,
demonstra que o desenvolvimento de inibidores de amplo espectro, capazes de inibir
todas as MβL, não seria uma estratégia viável35,42,51. Mais ainda, além dos esforços
no desenvolvimento de inibidores de MβLs, características específicas de cada subgrupo
não têm sido levadas em consideração, tão pouco eventuais interações indesejadas dos
inibidores propostos com zinco enzimas do hospedeiro52.
Como meio de obtenção de novos agentes antibacterianos, por exemplo, é comum o
emprego do bioisosterismo53, isto é, a modificação de grupos funcionais de estruturas
conhecidas, visando melhorar ou adicionar uma atividade química de interesse de um
composto. Para o desenvolvimento racional de fármacos o simples emprego da intuição
química aliada à modificação estrutural dos compostos ainda não corresponde ao percurso
completo do desenvolvimento de um fármaco, isto é, muito deve ser explorado com respeito
à toxicidade, farmacocinética, bio-distribuição entre outros parâmetros46.
Segundo Barreiro e Fraga 46, uma abordagem fisiológica tanto direta (foco estrutural
da enzima alvo) quando indireta (foco estrutural do ligante atuante como inibidor ou
substrato) são amplamente empregadas, sendo estas abordagens processos paralelos que
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podem se sobrepor, mas que geralmente caminham separadamente até a proposição
de um composto candidato a inibição enzimática para atuar como uma “bala mágica”.
Ensaios in silico podem ser realizados de diversas maneiras, focando um minucioso estudo
estrutural da biomacromolécula alvo, que pode consistir de uma extensa mineração de
bancos de dados cristalográficos, seguido de ancoragem (docking) e posterior análise por
dinâmica molecular46. Há, também, uma abordagem molecular, em que se busca analisar
descritores moleculares de substratos conhecidos que interagem com o alvo, para isso,
o emprego de técnicas analíticas como QSAR (do inglês Quantitative Structure-Activity
Relationship)54 aliado a métodos quimiométricos tem apresentado resultados promissores,
tanto na identificação de inibidores enzimáticos55, quanto na determinação da toxicidade
de compostos empregados na indústria de alimentos54.
1.3.1 Bancos de dados cristalográficos
Atualmente, muitas são as fontes de informações com respeito às estruturas de bio-
macromoléculas, tais como enzimas. Dentre essas fontes, destacam-se a base de dados de
proteínas (PDB)56, a qual é aberta à consulta pública e disponível em diversas plataformas
onlines. Através da base de dados PDB é possível ter acesso a uma variedade de ferra-
mentas para análises tanto sequenciais quanto estruturais da enzimas catalogadas, como
BLAST57 (do inglês basic linear alignment search tool) para análise sequencial, MAM-
MOTH58 (do inglês matching molecular models obtained from theory) para alinhamento
estrutural, dentre outras ferramentas externas como GenBank59 para catalogação genética
de proteínas, UniProt60 base de dados de sequências de proteínas (cristalizadas ou não
cristalizadas), ExPASy61 servidor de ferramentas analíticas para estudo de estrutura de
proteínas.
Dada a amplitude de ferramentas onlines, um único portal que reúna, em um mesmo
ambiente virtual, todas as ferramentas disponíveis na literatura, torna-se uma vantagem
em caráter de mineração de dados e levantamento de informações cruciais no estudo tanto
estrutural como funcional de enzimas62. Assim chamadas de “super base de dados”, esses
ambientes hospedam em um único canal recursos que possibilitam explorar interativamente
centenas de informações, seja através de um ambiente gráfico ou através do uso de bancos
de dados relacionais internos, em que se emprega a linguagem MySQL63 (do inglês My
Structure Query Language). Notoriamente, a “super base de dados”Blue Star STING
(BSS)62,64 destaca-se pela amplitude de ferramentas para cálculo de descritores físico-
químicos diversos como potencial eletrostático de superfície (PES), contagem de contatos
de resíduos de aminoácidos, medida de enterramento, área superficial, volume de sítios,
identificação de resíduos catalíticos, dentre outros62,64–66.
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Para além das biomacromoléculas, há também centenas de bases de dados onlines que
podem ser utilizadas como recursos para busca de pequenas estruturas orgânicas ou de
complexos metálicos a serem explorados em eventuais varreduras, tanto computacionais
quanto experimentais, na tentativa de encontrar um potencial fármaco para diversos
fins, desde o tratamento do câncer até o combate à RB67. A maior base de dados
gratuita, disponível online, é denominada ZINC (um trocadilho em inglês para ZINC Is
Not Commercial).
Atualmente, a base de dados ZINC foi submetida a um processo de curadoria e apresenta
uma nova versão com um total de 4,4 milhões de pequenas estruturas, denominado
ZINC1567. Através dessa base de dados é possível realizar filtragens que selecionem
compostos que estejam dentro de um gradiente de parâmetros físico-químicos de interesse
como: tamanho molecular (volume), carga, massa, capacidade de realizar ligações de
hidrogênio, presença de grupos polares, especificidade de ação conhecida, presença de
grupos aromáticos e hidrofobicidade. É possível, inclusive, realizar buscas de compostos
que atendam às 5 regras de Lipinski: um coeficiente de partição octanol-água dentro do
intervalo de -0,4 a 5,6, massa molecular menor que 500 daltons, não mais que 5 doadores
de ligação de hidrogênio, 10 aceptores de ligação de hidrogênio e 10 ligações simples68,69.
1.3.2 Ancoramento molecular e a identificação de candidatos
Uma vez analisado estruturalmente e verificado descritores físico-químicos do alvo
é possível identificar dentro de um universo de compostos listados nas bases de dados
mencionadas anteriormente, aquele(s) que seja(m) capaz(es) de promover a ação desejada.
Neste caso, a inibição da enzima alvo. Diversas técnicas teóricas empregam cálculos
de física clássica70 ou mecânica quântica71 para responder a questão sobre como uma
molécula interage com o sítio alvo da enzima e quão boa é essa interação. Para uma análise
teórica desta interação, é preciso propor a pose inicial que o substrato assumiria, mais
provavelmente, no sítio ativo72.
A ideia principal por trás da proposição da pose inicial está em avaliar todas as
interações mais favoráveis, as quais geram uma condição de menor energia torsional, para
o composto no sítio ativo72. Apesar da simplicidade do conceito, atualmente, vários novos
critérios de ranqueamento de posição de substrato ancorado são empregados, variando
desde o desvio padrão de posição, número de interações e tipo de interações, medida
das forças de interação por pesos, soma de energias correspondentes até modificações
promovidas na estrutura durante o ancoramento, dentre outros73.
Dentre as muitas possibilidades de se avaliar um ancoramento, deve-se, sobretudo,
observar os parâmetros utilizados (poço potencial, raio iônico, energia de ligação) e o
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protocolo empregado (algorítimo de busca, corte de energia, corte de variação estrutu-
ral, número de gerações em busca genética, número populacional em busca estocástica,
valor de corte para cada pulo de geração), isto é, quais campos de forças (conjunto de
funções para descrever interações interações moleculares) foram utilizados para descrever
o comportamento de metais, qual método de busca foi escolhido - podendo ser desde um
algorítimo genético que constrói gerações de bons resultados ou simplesmente estocástico,
isto é, randômico72,73.
Usualmente, protocolos de ancoramento molecular são altamente especializados, isto
é, empiricamente parametrizados para responder adequadamente para cada cenário, por
exemplo, ancoragem em metalo-enzimas que possuem MgII, CaII, CuII, FeII, ZnII ou outros
metais em diferentes estados de oxidação como é o caso dos íons de manganês72,74,75.
Diversas são as soluções de programas que realizam ancoragem molecular a baixo custo,
como é o caso do pacote de programas AutoDock72,76.
Para o caso especial de zinco enzimas, ao qual o presente trabalho se foca, versões
especializadas do AutoDock, como o AutoDockVina75 e AutoDockZN72 foram empregadas
(detalhes dos métodos utilizados pode ser verificado nas Tabelas do anexo C), este último
é parametrizado especificamente para o conjunto de zinco enzimas dentro do qual se
encontram as MβL. O emprego de programas de ancoramento molecular usualmente
segue uma primeira rotina de validação, em que é necessário determinar se o protocolo
empregado gera os mesmos resultados determinados experimentalmente73. Somente após
a determinação de um protocolo adequado é possível estender a busca para conjuntos
maiores denominados “piscinas”77. Mesmo após um primeiro escaneamento da piscina de
candidatos, torna-se necessário filtrar via dois ou mais “re-ancoramentos” os candidatos
obtidos na primeira etapa a partir da melhor pose final encontrada72.
1.3.3 Dinâmica molecular: o experimento in silico
Dados os custos computacionais envolvidos no processo de simulação, somente após uma
extensiva análise prévia de ancoramento molecular prossegue-se ao emprego de dinâmica
molecular46. Sob muitos aspectos, é comum encontrar em livros textos abordagens sobre
as similaridades de experimentos reais com a dinâmica molecular78. Em essência, os
procedimentos usuais de preparação de amostra, preparação de instrumentação para
realização de medidas e tratamento de resultados, seguidos em experimentos reais também
são seguidos na execução de dinâmicas moleculares78.
Claramente, tendo em vista que dinâmicas moleculares empregam a física Newtoniana
para solução de sistemas grandes com muitos corpos, uma aproximação significativa
é empregada de maneira a desconsiderar efeitos eletrônicos específicos pertencentes ao
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universo quântico78,79. Em outras palavras, ligações químicas são tratadas utilizando
princípios de mecânica clássica, como um oscilador harmônico, em que se determina
um potencial de mola para cada tipo de ligação química, baseados em uma extensa
parametrização com cálculos quânticos e mesmo experimentais79, conforme cada tipo e
propósito de parametrização obtém-se um conjunto de regras e equações matemáticas
que descrevem um campo de força. Fica claro, desde então, a limitação fundamental da
dinâmica molecular: não é possível avaliar a quebra ou formação de ligações, isto é, reações
químicas.
A despeito da inviabilidade de investigação reacional química, por parte da dinâmica
molecular, ainda é possível investigar uma série de parâmetros importantes dentro da
necessidades da busca por agentes antibacterianos. Por exemplo, determinar se um
potencial composto apresenta afinidade pelo sítio ativo, se sua interação com sítio é forte
o suficiente para sobreviver ao longo do tempo, quais tipos de perturbações o substrato
causa na estrutura enzimática, quais interações laterais a presença do substrato força a
enzima a realizar, dentre outras questões78,79.
Não muito diferente da realidade encontrada no cenário de ancoragem molecular,
muitos são os pacotes de programas desenvolvidos para realizar dinâmicas moleculares,
dentre os quais se destacam GROMACS (do inglês GROningen MAchine for Chemical
Simulations, em que Groningen é o nome da universidade desenvolvedora)80, AMBER (do
inglês Assistant Model Builder with Energy Refinement)81 e NAMD (do inglês NAnoscale
Molecular Dynamics)82. Cada um destes programas empregam diferentes campos de força
(FF), isto é, parâmetros que descrevem a maneira com que ligações químicas são tratadas,
no que diz respeito ao estiramento, rotação, abertura angular, abertura diedral e mesmo
potenciais que descrevem interações Coulombicas79,83. Embora cada pacote de programa
apresente um arsenal próprio de FF, é possível “importar” FF de outros programas, por
exemplo, utilizando o GROMACS é possível evocar o FF próprio do AMBER e vice-versa.
Notadamente, a variedade de FF disponíveis atende a um amplo espectro de necessidades
em simulação computacional, como por exemplo, o campo de força GROMOS43A1, o qual
apresenta bons resultados para a simulação estrutural de proteínas contendo zinco84, figura
como um dos mais utilizados na predição de enovelamento de proteínas85. Embora seja
possível modificar cada FF para atender a uma necessidade peculiar de um dado sistema,
recomenda-se extensivamente a realização da validação das modificações86. Por outro
lado, modificações pontuais propostas para a simulação específica de diferentes esferas
de coordenação de metais como zinco já são encontradas na literatura e amplamente
aplicadas como é o caso apresentado por Pang86, em que se propõe a utilização de
átomos falsos para simular diferentes esferas de coordenação do íon ZnII. Para o presente
trabalho, o emprego do campo de força GROMOS43A1 atendeu, satisfatoriamente, às
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necessidades de simulação de zinco proteínas como as MβL sem empregar o modelo
de Pang 86 , simplificando a simulação e o custo operacional, dado que não foi preciso
parametrizar esferas de coordenação específicas para as zinco proteínas estudadas no
presente trabalho.
1.3.4 Índices de Fukui e identificação de susceptibilidade quí-
mica
Primeiramente proposto por Fukui 49 , o conceito da determinação da regioseletividade
via medida da perturbação do sistema eletrônica em três condições: neutra, perturbação
por adição de elétron, perturbação por remoção de elétron; compreende o tópico mais
comum no campo da teoria do funcional de densidade (DFT) a conter uma tratamento
dos orbitais ao nível de Fermi (orbitais de fronteira) e os efeitos de relaxação destes.
A função de Fukui pode ser compreendida como uma derivada da densidade eletrônica
com respeito ao número de elétrons para uma isosuperfície definida, isto é, para uma
geometria molecular constante que pode ser compreendida como a distância r necessária









em que ρ(r) compreende a densidade eletrônica, N o número de elétrons e v(r) um potencial





em que ρN(r) corresponde à densidade eletrônica à distância r do núcleo. Já o potencial





– Zα‖r – Rα‖ (1.3)
em que Zα compreende a carga nuclear do átomo α e Rα a distância a que nos encontramos








no qual ρ(r) compreende, novamente, a densidade eletrônica a uma dada distância r como
a derivada parcial da energia E em função do potencial externo v(r) para um valor fixo de
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elétrons N. Portanto, podemos compreender o índice de Fukui como a derivada parcial de








Finalmente, fica claro a correlação entre o índice de Fukui e a definição matemática,








no qual se observa η como a dureza calculada pela razão da derivada parcial de
segunda ordem da energia E em função do número de elétrons N a um dado potencial
externo fixo v(r). Ambas as definições de medida de dureza e do índice de Fukui são,
portanto, derivações da densidade eletrônica de um sistema, a qual, por sua vez, pode ser
correlacionada ao potencial eletrostático de superfície da estrutura molecular.
Embora indiretamente, a medida dos índices de Fukui permite traçar um paralelo entre
a densidade eletrônica encontrada sob a região mais próxima de um átomo, bem como
a dureza deste. Sendo determinado que quanto maior o valor calculado para o índice
de Fukui, de acordo com sua aplicação (remoção ou adição de elétrons), maior será o
reatividade determinada47–49,87,88. Em outras palavras, devemos esperar pelas equações
1.5 e 1.6 que quanto mais elétrons forem removidos de uma estrutura maior será o índice
de Fukui calculado, bem como maior será a dureza determinada, respectivamente. O
mesmo raciocínio deve ser feito para a adição de elétrons, embora, observando a equação
1.5 torne-se mais difícil compreender o motivo da adição de elétrons promover um aumento
no valor do índice de Fukui calculado.
Para compreender esse fenômeno, devemos nos recordar que a definição exata do
Hamiltoniano de um sistema eletrônico prevê que a densidade eletrônica de um sistema
deve ser dada em termo de estado com números inteiros para descrever elétrons:
ρN(r) = (dNe – N)ρbNc(r) + (N – bNc)ρdNe(r) (1.7)
em que bNc é a função de base cujo valor corresponde a um número inteiro menor ou igual
a N (total de elétrons da espécie neutra), ao passo que dNe é a função topo cujo valor é
um valor inteiro igual ou maior que N. Como apontado por Ayers et al.47 , a derivação da
equação 1.7 gera uma descontinuidade que força a existência do índice de Fukui como um
valor entre 0 e 1, de sorte que duas são as possíveis soluções para a descontinuidade:
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f–(r) = ρN(r) – ρN–1(r) (1.8)
f+(r) = ρN+1(r) – ρN(r) (1.9)
em na equação 1.8 tem-se a medida da nucleofilicidade, em que da densidade eletrônica ρ do
sistema neutro N é descontado o valor da densidade eletrônica para o sistema perturbado
pela remoção de um elétron N–1. Já da equação 1.9 observa-se a medida da eletrofilicidade,
em que se subtrai o valor da densidade eletrônica ρ do sistema neutro N da densidade
eletrônica ρ de um sistema perturbado pela adição de um elétron N + 1.
Cabe ressaltar que é discutido na literatura valores negativos para os índices de Fukui,
sendo reportado como inconsistentes uma vez que desobedecem os limites da continuidade
das função, porém, ao mesmo tempo,são aceitos sob um ponto de vista de relaxação
do orbital48. Uma maneira encontrada para evitar o aparecimento de valores negativos
consiste na aproximação pelo uso do método condensado (veja equações 1.10 e 1.11), em
que, os índices de Fukui podem ser calculados pela distribuição das cargas q dos átomos i
na situação antes N e após uma perturbação (seja por adição N + 1 ou remoção de um
elétron N – 1). O método de cômputo das cargas, no entanto, pode, bem como a escolha
do funcional e das funções de base, influenciar nos valores calculados para os índices
de Fukui47,48. Dentre os métodos conhecidos para o cômputo de cargas, o método de
Hirshfeld destaca-se por resultar em valores não negativos do índice de Fukui89,90.
f–(i) = qN(i) – qN–1(i) (1.10)





Neste trabalho, uma abordagem direta foi escolhida para atacar a RB causada por MβLs,
partindo da premissa de que a morfofisiologia de biomacromoléculas guarda informações
com respeito à atividade enzimática, bem como que a atividade hidrolítica de zinco-enzimas
como MβL é preservada a despeito das mudanças estruturais observadas entre os sítios,
pois as variações ocorrem de maneira a alterar os resíduos de aminoácidos e preservar o
caráter químico dos grupos alterados, como por exemplo, a mudança de um grupo His
(N-doador) de uma B1 para um Gln (N-doador) em uma B3, ou ainda, a substituição de
Cis (S-doador), presente em B1, por His (N-doador), presente em B3, com subsequente
alteração na intensidade de interação entre os grupo ASP (O-doador), aumentando de B1
para B3.
Como parte da investigação, análises do sítio ativo utilizando DFT permitiram verificar a
susceptibilidade dos resíduos de aminoácidos sofrerem um ataque eletrofílico, possibilitando
explorar uma estratégia de inibição pouco reportada na literatura. Para a realização desse
trabalho, informações concernentes às estruturas cristalográficas das enzimas foram obtidas
do banco de dados de proteínas (do inglês, protein data bank, PDB)56. Para calcular e
coletar informações parametrizadas de descritores estruturais, fisico-químicos e biofísicos a
plataforma online Blue Star STING (BSS) foi utilizada62,64,91. Dessa forma, através da
mineração de dados do PDB e do BSS, de uma campanha de ancoragem molecular, de
estudos de análise populacional empregando DFT e, também, de simulações moleculares,
o presente trabalho provê informações a respeito de potenciais inibidores e fornece ideias
quanto aos parâmetros importantes para o desenho de inibidores seletivos dos subgrupos
B1 e B3 de MβL.
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2.2 Objetivo geral
Adotando a hipótese apresentada, buscou-se construir um programa para realizar
uma mineração de dados com respeito às informações disponíveis de MβL em múltiplas
plataformas onlines (PDB e BSS). Com estes dados buscou-se parametrizar um protocolo
de ancoramento molecular para realização de varreduras virtuais de grandes conjuntos de
compostos. Não obstante, buscou-se desenvolver uma rotina de ancoragem capaz de fazer
uso de multiparalelismo de processadores. Por fim, análises dos resultados via dinâmica
molecular para determinação de potenciais inibidores específicos.
2.3 Objetivo específico
Realizar um estudo sistemático in silico tanto estrutural quanto de descritores físico-
químicos das MβL reportadas, buscando sítios de especificidade para a elaboração de




3.1 Processamento computacional das estruturas cris-
talográficas de MβL selecionadas do PDB
Para investigar todas as MβLs, foi necessário reunir todos os dados cristalográficos das
estruturas presentes na base de dados PDB. Logo, passos apropriados na determinação
e discriminação entre tipos selvagem e mutante, classificação de subgrupos, estado de
protonação de resíduos de aminoácidos e resíduos ausentes foram critérios executados
através de rotinas personalizadas em Python††. O programa desenvolvido para esse
propósito faz uso de bibliotecas externas da ferramenta Modeller92, Psico93 e Reduce94,
para, respectivamente, adicionar resíduos ausentes, reconstruir resíduos incompletos ou
terminais e adicionar prótons conforme a condição de pH sugerida. O algorítimo do
programa desenvolvido se encontra disponível para uso e reprodução no anexo A.
Estruturas cristalográficas de β-lactamases foram obtidas da base de dados PDB (versão
3.0 de 14/12/2016) utilizando o número de classificação de enzima (EC) 3.5.2.6, uma
recente varredura em 11/12/2017 apontou a adição de uma única nova estrutura que
será abordada posteriormente. Para obter apenas estruturas de MβLs, as estruturas que
continham zinco foram selecionadas na busca utilizando o EC supracitado. Tipos selvagens
e mutantes foram distinguidas por meio de análise de texto dos arquivos PDB, sendo os
mutantes reconhecidos utilizando as palavras chaves “compnd mutation (yes)”, “compnd
engineered (yes)” e “seqadv (mutation)”56. Todos esses parâmetros foram adicionados
como uma lista e critérios para a obtenção automática das MβL selvagens presentes no
PDB, como demonstrado no algorítimo Cleaning Protocol no anexo A.
††Programas desenvolvidos para execução de tarefas computacionais.
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O algorítimo supracitado consiste de uma rotina escrita em Python que integra recursos
do programa PyMOL95, o qual foi personalizado e desenvolvido apenas para este trabalho
e inclui uma ferramenta para análise de texto que classifica as MβLs em três subgrupos
B1, B2 e B3. A ferramenta de análise de texto busca por famílias genéticas e classificações
prévias (B1, B2 ou B3) dentro do arquivo texto PDB e artigos associados, empregando a
técnica de mineração de dados, sendo utilizada para uma primeira etapa classificatória.
3.2 Alinhamento sequencial e estrutural
A ferramenta de busca de alinhamentos locais (BLAST57) foi usada para agrupar todas
as MβLs em quatro níveis de similaridade de sequência: 95%, 70%, 50% e 30%‡‡. BLAST
foi utilizado com seus parâmetros em modo padrão, permitindo reduzir o universo de
estruturas para grupos cujos representantes melhor descrevem uma série de MβL similares,
por exemplo, a um grau de similaridade de sequência de 95% a estrutura 3BC2 é a melhor
representante para um grupo em que há mais de uma estrutura muito similar como a
1BC2, 5FQA, 4C1C, 4C09 etc.
O alinhamento estrutural foi realizado utilizando os programas Bio3D e MAMMOTH
(com seus parâmetros, também, em modo padrão)58,96,97. Uma matriz do desvio de
posição das sobreposições (RMSDm) foi obtida para cada programa, de modo que árvores
de alinhamentos correspondentes foram geradas carregando-se a matriz RMSDm no pacote
de programas R. Então, através do cálculo da distância Euclidiana entre cada elemento da
matriz, elaborou-se um agrupamento hierárquico (HC)98.
Neste trabalho optou-se por utilizar o programa Bio3D96, para análise estrutural
de proteínas, devido a alta integração deste programa ao R. A validação do método de
agrupamento de Bio3D foi necessária e realizada através da comparação com resultados
obtidos de outra ferramenta, MAMMOTH58. Alinhamentos estruturais também foram
utilizados para se obter gráficos “logo” dos resíduos de aminoácidos para verificar quais
são as diferenças mais significativas na sequência de resíduos entre os subgrupos de MβL.
Gráficos “logo” foram obtidos através da ferramenta WebLogo99, utilizando-se da
sequência de resíduos alinhados pela ferramenta de alinhamento estrutural do Bio3D. O
Bio3D primeiro executa um alinhamento estrutural e, por meio deste, alinha sequencial-
mente os resíduos superpostos100. Bio3D utiliza o algorítimo MUSTANG para realizar
alinhamentos estruturais e criar arquivos FASTA contendo os resíduos de aminoácidos
‡‡A variação dos níveis permite visualizar a ancestralidade das enzimas de acordo com sua estrutura,
mas no presente trabalho buscou-se apenas investigar qual o maior grupo representativo de estruturas
proteicas.
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superpostos96,97, os quais, são utilizado por WebLogo para criar o gráfico “logo”. O
esquema de numeração dos resíduos de aminoácidos encontrado nos dados “logo” foi
criado de tal maneira que o primeiro par de resíduos superpostos é numerado como um,
contando-se os demais resíduos superpostos a partir de então. O esquema consensual de
numeração seguido, neste trabalho, é baseado no trabalho de Galleni et al. 30 (veja Tabela
1.1) e não é o mesmo esquema de numeração para os dados “logo”. A relação entre a
numeração de Galleni et al.30 e a numeração dos gráficos logo é dada na discussão dos
resultados quando pertinente.
3.3 Obtenção de dados estruturais e físico-químicos
de Blue Start STING
Valores de potencial eletrostático (PE) foram calculados utilizando-se DelPhi101,
considerando-se pH 7,0 com o campo de força AMBER102. O íon zinco foi tratado
como ZnII com raio de 72pm, um valor próximo a média do raio iônico de ZnII quando
tetracoordenado, hexacoordenado e octacoordenado de acordo com Rumble 103 . Valores
calculados de PE foram obtidos do banco de dados BSS em quatro formatos diferentes:
para carbono alfa (Cα), para o último átomo mais pesado (LHA), para a área de superfície
dos sítios sob investigação, bem como o PES dos resíduos do sítio e a média espacial do
PE para todos os resíduos do sítio. Também foram adquiridos os valores de volume, área
polar, área apolar e contatos não utilizados (UC) como: aromáticos, cargas negativas,
cargas positivas, ponte dissulfeto e hidrofóbicos.
A superfície para o cálculo do PE é definida pelo raio de Van der Waals de cada átomo,
ou pelo raio iônico para o caso de espécies iônicas presentes. Por sua vez, o cálculo de PE
é realizado via amostragem de pontos em uma grade tridimensional (veja Figura 3.1a),
variando-se o tipo de amostragem conforme o PE selecionado65. Para o caso do PES
de um resíduo completo, amostra-se um total de pontos que corresponde àqueles cuja
grade recobre toda a superfície do resíduo65, como demonstrado na Figura 3.1a, em que
se pode observar um exemplo do resíduo de ALA em uma grade de dimensões 3×3×3
Å3 (valores meramente arbitrários para facilitar a compreensão do exemplo, o valor do
número de dimensões na grade deve seguir a premissa de que quanto maior o número de
pontos, melhor a amostragem, logo, maior o número de dimensões, maior o número de
pontos disponíveis para se coletar, porém, mais computacionalmente oneroso se torna o
cálculo). As linhas da grade que cortam a superfície, no exemplo supracitado, determinam
os pontos de amostragem para o PES do resíduo, sendo somente a parte exposta a área
amostrada, como ilustrado na Figura 3.1b65. No caso de átomos, a superfície é definida
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pelo raio de Van der Waals e o cálculo de PE é feito pela amostragem de três pontos desta
superfície (veja Figura 3.1c).
(a) (b) (c)
Figura 3.1: Exemplos de amostragem de pontos em uma grade tridimensional. (3.1a)
grade de dimensões 3x3x3 Å3 contendo um resíduo de ALA no centro. (3.1b). Visão
bidimensional de pontos amostrados da superfície exposta do resíduo, cada traço da linha
corresponde a um ponto amostrado. (3.1c). Demonstração de tipos de amostragem ao
nível individual, em que se pode selecionar o Cα ou o último átomo mais pesado da cadeia
lateral, a amostragem é feita com um total de três pontos dentro do raio de van der Waals
correspondente ao átomo selecionado65.
Como demonstrado na Figura 3.1, há diferentes formas de amostrar o PE para cada
ambiente – seja um átomo do resíduo (como no caso de Cα ou LHA), seja a área exposta
do resíduo (como no caso do PES e do valor médio de PE), seja o próprio resíduo – e para
cada tipo de amostragem leva-se em consideração um número representativo de pontos a
serem escolhidos na grade, variando-se a escolha de um total de três pontos até tantos
quanto forem necessários para a construção de uma superfície de interesse65.
Sabe-se, ainda, que os resíduos ao redor do sítio ativo participam criticamente no
posicionamento do substrato104; portanto, é de grande importância a busca por contatos
“não utilizados” (UC) de resíduos. Os UC foram calculados contando-se os contatos já
estabelecidos por um resíduo dentro da estrutura da proteína e subtraindo desse valor o
número máximo de contatos que o resíduo poderia fazer91. Outros descritores estruturais
também foram levados em consideração como, por exemplo, volume, área polar e apolar
dos sítios em estudo, todos obtidos utilizando o FPocket diretamente da base de dados
BSS64,66. Os resíduos do sítio encontrados por FPocket foram adicionados aos resíduos
já conhecidos por compor os sítios ativos para cada subgrupo de MβL de acordo com
Galleni et al.30. A Tabela 3.1 lista todas as variáveis investigadas. Um boxplot dos valores
coletados dos descritores estruturais e físico-químicos para as estruturas das MβL coletadas
foi produzido utilizando-se R e é apresentado na seção de resultados e discussão.
42
Tabela 3.1: Descritores estruturais e físico-químicos obtidos do banco de dados BSS
PE [ke/T]a Volume e Área UCb
Cα Polar [Å2] Aromáticos
LHA Apolar [Å2] Cargas negativas




e ≈ 26mV; b valores adimensionais;
3.4 Executando ancoragemmolecular com AutoDockZN
Captopril® é o nome comercial do medicamento cujo princípio ativo é o composto (S)-
1-(3-mercapto-2-metil-1-oxopropil)-L-prolina. Esse medicamento é utilizado no controle
da hipertensão e seu mecanismo de ação consiste na inibição da enzima conversora
da angiotensina (ACE)24,105. Essa enzima é uma zinco enzima e age como peptidase
convertendo a angiotensina I em um vasoconstritor105.
O Captopril® inibe a ACE pela coordenação de seu grupo tiol ao zinco de forma
irreversível, ocupando o sítio ativo e principalmente o sítio de coordenação do substrato
ao zinco disponível24, porém, também apresenta atividade inibidora de MβL105,106 já que
se coordena a íons zinco de uma forma pouco específica. Desta forma, estruturas de MβL
com Captopril® foram cristalizadas evidenciando a coordenação do composto ao zinco de
MβL, o que a inibe24,105.
Por conta da atividade observada do Captopril® frente às MβL, este composto foi
escolhido para auxiliar na validação do protocolo de ancoragem molecular empregando um
algorítimo genético de busca com mutações regulares e cortes para somente um candidato
por geração, em um total de 50 gerações (todos os valores utilizados no algorítimo genético
de busca do protocolo empregado encontram-se no anexo C). Obtendo-se duas estruturas
cristalinas de MβLs (4C1D.pdb e 4C1F.pdb) que contêm Captopril® co-cristalizado nos
respectivos sítios e executando-se uma ancoragem teste, foi possível confirmar uma boa
concordância com o resultado experimental (conformação ligante/sítio) confrontando
a estrutura do cristal no resultado in silico da ancoragem e permitindo concluir que
o protocolo de ancoragem utilizado consegue gerar uma mesma pose de ancoramento
molecular obtida experimentalmente.
A ancoragem teste consistiu em remover o ligante co-cristalizado e executar um
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ancoramento teste com o mesmo ligante desenhado, isto é, não utilizar a mesma estrutura
co-cristalizada mas refazer a estrutura empregando um programa de desenho molecular
(como o PyMOL95) e submeter à campanha de ancoramento. A análise do resultado deve
ser realizada utilizando uma função de ranqueamento, para o presente caso, a função
escolhida foi o cômputo de RMSD entre a estrutura co-cristalizada e o ligante desenhado
(função padrão do programa AutoDockZN76).
O desvio (RMSD) da superposição do ligante ancorado contra a forma cristalizada foi
usado como função de pontuação para seleção de bons resultados. O limite selecionado
de RMSD foi de 2 Å, seguindo recomendações da literatura73. A ancoragem molecular
foi realizada utilizando-se o pacote de programas AutoDockTools e sua modificação
AutoDockZN72. Como uma etapa de preparação, selecionou-se uma caixa de 22.5 Å3
centrada entre os sítios de zinco.
Uma vez que o protocolo de ancoramento molecular foi validado, selecionou-se os
candidatos a inibidores do banco de dados ZINC67, o qual contém cerca de 4,4 milhões de
pequenas moléculas. O procedimento de seleção de compostos químicos foi baseado no
conhecimento adquirido com respeito aos descritores físico-químicos dos bolsos das enzimas
de MβL, reunidos neste trabalho. Portanto, obteve-se um conjunto de 12434 candidatos
a inibidores, o qual foi reduzido, após a campanha de ancoramento, para apenas dois
potenciais inibidores.
Para tornar a campanha de ancoramento viável em termos computacionais, optou-se
por construir um programa com interface gráfica denominado GremmlenzDOCK baseado
em Python. GremmlenzDOCK faz uso de bibliotecas de multiprocessamento que permitem
paralelizar o cálculo de ancoramento, isto é, através do programa criado é possível explorar
computadores que dispõem de mais de um processador e mesmo unidades virtuais de
processamento. O algorítimo completo do programa está disponível no anexo B.
3.5 Realização de dinâmicas moleculares
As dinâmicas moleculares foram todas realizadas utilizando o pacote de programas
GROMACS80 (versão 5.1.2). O campo de força Gromos43a180 foi empregado para gerar o
arquivo de topologia da estrutura proteica, ao passo que para a obtenção dos substratos o
arquivo de topologia foi obtida empregando o pacote de programas Psico93. As condições
ambientes para simulação tanto da proteína isolada como dos complexos proteína-substrato
foram todas idênticas (1 atm e 315,15 K). A escolha de temperatura foi baseada na condição
de um corpo febril, tratando o sistema similar a uma condição de infecção bacteriana em
que o organismo do hospedeiro responderia aumentando a temperatura corporal. Procedeu-
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se de mesma forma para proteína e complexos o condicionamento em ambiente aquoso,
utilizando solvente explícito, empregando modelo de carga SPC216 e caixa cúbica de
bordas 10x10x10 Å3. O sistema foi neutralizado com 3 íons Cl– para a proteína isolada e
4 Cl– para o complexo em que o substrato apresentava uma carga negativa.
Antes da realização da dinâmica, uma primeira equilibração de 5000 passos empregando
o método “steep descent” em um intervalo de 100 ps para restringir a o sistema a 1000
kJ/mol. Após essa etapa, a temperatura e a pressão foram mantidas constantes empregando-
se o conjuntos Canônico (NVT) e Isoterma-isocórica (NPT). Para o conjunto NPT o
algorítimo leap-frog” foi empregado para tratar o sistema e seus componentes: proteína,
íons, água, substrato. Por fim, a simulação ocorreu por um tempo de 0,1 ns, após a qual
se realizou análises de trajetória utilizando o programa gmx rms do próprio GROMACS.
Todas as dinâmicas foram realizados utilizando recursos da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA), em que se utilizou recursos de aceleração gráfica
(placa NVIDIA Corporation GF100GL - Tesla C2050 / C2070) para paralelização de
cálculo, em ambiente Linux (Ubuntu distro 14.04).
3.6 Calculando a susceptibilidade de ataque químico
Além dos descritores físico-químicos, a susceptibilidade dos resíduos do sítio ativo
de sofrerem um ataque nucleofílico ou eletrofílico também foi considerada. Conduzindo-
se uma análise populacional de Hirshfeld (HPA)89 em que se investigou alguns grupos
funcionais de resíduos de aminoácidos, como aminas, ácido carboxilícos e tiois para calcular
a eletrofilicidade e nucleofilicidade destes através da análise de Fukui49. Tal informação
auxiliaria no desenho de inibidores de duas formas: através do ataque nucleofílico ao átomo
de zinco, ou através de um ataque eletrofílico a um resíduo que coordena zinco43. A teoria
do funcional de densidade (DFT) foi utilizada para o cômputo dos índices de Fukui, os
quais indicam o grau de nucleofilicidade e eletroficilidade em Hartree (Eh)47.
O cálculo dos índices de Fukui podem ser descritos como uma perturbação eletrônica
no sistema, no entanto, sem alterar a estrutura. Dessa maneira, a nucleofilicidade e
eletrofilicidade de um sistema podem ser calculadas regionalmente (átomo a átomo)
através das equações 3.1 e 3.2 abaixo demonstradas:
f–(r) = ρN(r) – ρN–1(r) (3.1)
f+(r) = ρN+1(r) – ρN(r) (3.2)
em que ρ corresponde à densidade eletrônica na região r com N para elétrons na forma
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neutra, N – 1 para um sistema positivamente carregado e N+ 1 um sistema negativamente
carregado. O cálculo dos índices de Fukui também é possível na forma condensada
utilizando-se cargas da HPA47. Os métodos condensados são demonstrados nas equações
3.3 e 3.4, para a nucleofilicidade e eletrofilicidade respectivamente:
f–(i) = qN(i) – qN–1(i) (3.3)
f+(i) = qN+1(i) – qN(i) (3.4)
em que q corresponde à carga do átomo i em um sistema neutro N, em um sistema
catiônico N – 1 e um sistema aniônico N + 1.
A extração dos resíduos do sítio ocorreu em três níveis: simplificado, parcial e completo;
todas as extrações foram obtidas utilizando-se o programa PyMOL95 e empregando-se
seleção algébrica, isto é, selecionando resíduos completos que distem 4 Å de cada íon
zinco, adicionando-se átomos de hidrogênio ausentes após aplicar cada nível de extração.
O nível simplificado consistiu em extrair a cadeia lateral dos resíduos de aminoácidos
que participam da coordenação dos íons de zinco, adicionando-se um átomo de carbono
totalmente protonado ao final da cadeia e configurando-se uma restrição de movimento
durante a otimização a esse carbono. Para o nível parcial, os resíduos foram completamente
extraídos e os aminoácidos terminais foram mantidos sob a forma neutra de -NH2 e -CHO
(um aldeído ao invés de um ácido carboxílico), determinou-se uma restrição de movimento
aos carbonos alfa e beta dos resíduos de aminoácidos coordenados aos íons zinco. Por
fim, para o nível completo, procedeu-se como no nível parcial porém mantendo o resíduo
terminal -COOH (um ácido carboxílico ao invés de um aldeído).
Um sítio ativo de MβL pode conter no mínimo 6 resíduos, o que implica um fator
multiplicativo de cerca de 6 vezes o número de átomos indo do nível simplificado ao
completo. A escolha da variação do grau de extração deve-se a tentativa de explorar
se a amostragem reproduz uma variação significativa nos valores dos índices de Fukui
calculados, tendo a extração completa como o modelo que melhor representa o sistema
real (ainda que o sistema real, como um todo, não figura os resíduos extraídos como
resíduos terminais neutros, mas ligações peptídicas). A redução de até 6 vezes o número
de átomos entre um modelo e outro pode oferecer uma redução no custo computacional,
logo, compreender qual modelo obtém resultados satisfatórios orientará análises futuras
indicando qual amostragem seria suficiente para obter uma medida aceitável.
Todos os cálculos foram realizados utilizando o pacote de programas Orca (versão
4.0.1)107. O funcional PBE e a função de base def2-TZVP foram utilizados para a
otimização da estrutura. O potencial efetivo de caroço também foi utilizado junto à
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função de base auxiliar def2/J, para aproximação da energia de Coulomb. O método de
convergência lenta foi utilizado e a matriz da densidade eletrônica foi mantida como um
arquivo externo para posterior inspeção visual e cálculo dos resultados empregando as
equações 3.3 e 3.4. Gráficos dos valores de Fukui calculados para os três tipos de extrações
foram elaborados para o sítio ativo de 2AIO, para servir de análise para a hipótese de
que seria possível determinar uma representação suficiente do sistema quando comparado
à forma completa. Uma vez determinada a melhor forma de representação, aplicou-se o
modelo para o sítio ativo de 4C1D. A representação gráfica dos valores de Fukui assumiu
como relevante todos os átomos dentro de uma esfera de corte de 4 Å de distância de cada
íon zinco, excluindo-se átomos de hidrogênio para efeito de simplificação de visualização.
Todos os procedimentos correspondentes aos cálculos para os três modelos foram
realizados em um computador octacore com um relógio de 2,40 GHz e tamponamento
de 1500 MHz, empregando ambiente linux de trabalho (Ubuntu distro 16.04 LTS) com




4.1 Selecionando estruturas de MβL
Tabela 4.1: Total de estruturas selvagens e







Uma vez executada a busca de MβL
empregando-se o EC 3.5.2.6 e adicionando-
se zinco (ZN) como um componente químico
nos critérios da busca, encontrou-se um to-
tal de 156 estruturas na data de 14/12/2016.
Deste ponto, uma inspeção cuidadosa para
verificar se as estruturas selecionadas eram
todas MβLs foi realizada, tendo em vista
o conhecimento de que algumas estruturas
SβLs podem ser, também, co-cristalizadas
com zinco. Portanto, era esperado encon-
trar algumas estruturas de SβL juntamente com as 156 estruturas obtidas previamente e,
de fato, foram encontradas nove estruturas de SβLs (1ZJ, 3W8K, 4WBG, 5CGS, 5CGW,
5CGX, 5CHJ, 5CHM, 5CHU), as quais foram removidas. A classificação entre selvagens
e mutantes e o reconhecimento dos subgrupos (B1, B2 e B3) foi realizado através de
análise de texto e mineração de dados dos arquivos PDB e correspondentes publicações
empregando-se o algorítimo desenvolvido. O resultado é demonstrado na Tabela 4.1.
Do total de 110 estruturas selvagens, no período de realização da primeira busca,
verificou-se um acréscimo de uma única estrutura após a data de 11/12/2017. Portanto,
todas as análises foram atualizadas para adicionar a nova estrutura, a qual é pertencente
ao subgrupo B3 de MβL (5WIG, da família genética New Delhi Metallo-β-lacatamase-4 ),
o segundo maior grupo e que, no entanto, não modificou significativamente os resultados
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previamente observados desde a primeira busca. É preciso observar que os microorganismos
catalogados como capazes de expressar MβL e SβL compreende o grupo de enterobactérias,
dentre as quais destacam-se: Escherichia coli, Bacillus cereus, lebsiella pneumoniae.
4.1.1 Análise sequencial das estruturas selvagens: obtendo gru-
pos representativos
O agrupamento das sequências alinhadas foi conduzido utilizando BLAST. O objetivo,
aqui, foi obter apenas estruturas representativas dentro de um nível de similaridade de
sequência e, dessa maneira, excluir das análises estruturais posteriores a repetição das
enzimas com alto grau de similaridade, ganhando com isso tempo e reduzindo o custo
computacional. A Tabela 4.2 mostra os resultados da busca BLAST de similaridade
de sequência para 95%, 70%, 50% e 30%. Como demonstrado na Tabela 4.2, a análise
sequencial de estruturas selvagens dos subgrupos de MβLs resultou em um número reduzido
de grupos para o subgrupo B2. Dado que o grupo de B2 é muito pequeno, uma análise
estatística teria um erro associado muito grande portanto foi descartado de análises
posteriores e apenas os subgrupos B1 e B3 foram analisados. A baixa disponibilidade de
estruturas do subgrupo B2 não é uma surpresa, dado que poucos organismos expressam
enzimas desse subgrupo e, portanto, há uma menor relevância clínica frente aos subgrupos
B1 e B3108,109. Dado que as análises estatísticas empregadas no presente trabalho não
permite uma análise confiável de um universo cujo número de elementos seja próximo a
5110, nós desconsideramos qualquer análise oriunda do subgrupo B2.
Tabela 4.2: Agrupamento* de tipo selvagem de MβLs baseado no alinhamento de sequências
dos subgrupos B1, B2 e B3
% B1/72 estruturas B2/6 estruturas B3/32 estruturas
95 12 3 7
70 9 3 7
50 8 2 7
30 1 1 2
* Agrupamento: aqui considerado como um grupo representativo de estruturas, isto
é, dentro do subgrupo B1 há 72 estruturas tipo selvagem dentro das quais 12 grupos são
encontrados a um nível de 95% de similaridade sequencial, cada um desses 12 grupos pode
conter um número variado de estruturas;
49
4.1.2 Análise estrutural
A lista de estruturas representativas obtidas dos grupos de análise sequencial (Tabela
4.2) para os subgrupos B1 e B3 é demonstrado na Tabela 4.3.






1M2X, 1ZNB, 3BC2, 3F9O, 3L6N, 4C1D,
4C1G, 4C1H, 4HL2, 4UBQ, 5A87, 5B3R,
5EW0, 1K07, 3M8T, 5AEB, 5B15, 5EVK,
5IQK
70%/16
1M2X, 1ZNB, 3BC2, 3F9O, 3L6N, 4C1D,
4C1G, 4C1H, 4HL2, 5EW0, 1K07, 3M8T,
5AEB, 5B15, 5EVK, 5IQK
50%/15
1M2X, 1ZNB, 3BC2, 3L6N, 4C1D, 4C1G,
4C1H, 4HL2, 5EW0, 1K07, 3M8T, 5AEB,
5B15, 5EVK, 5IQK
30%/3 3M8T, 4HL2, 3BC2
* Estruturas representativas de MβLs são obtidas como um total de B1 e B3 de tipo
selvagem para cada nível de alinhamento sequencial, isto é, para o nível 95% há 19 grupos,
portanto, para cada grupo uma única estrutura representativa foi escolhida, ou seja ainda,
19 grupos retornam 19 estruturas. B1 está representado em itálico e B3 em negrito;
Antes de proceder com o alinhamento estrutural, uma comparação entre os resultados
de Bio3D e MAMMOTH foi realizada, empregando o grupo de similaridade sequencial de
95% (ver Tabela 4.3). A Figura 4.1 apresenta os resultados do agrupamento hierárquico
dos valores de RMSDm para Bio3D e MAMMOTH, respectivamente.
Da Figura 4.1 é possível compreender que, a despeito da mudança de posição de




Figura 4.1: Comparação dos resultados para o alinhamento estrutural realizado entre
diferentes algorítimos, ao nível de 95% de similaridade sequencial das estruturas de
MβL. (4.1a) alinhamento estrutural empregando Bio3D. (4.1b) alinhamento estrutural
empregando MAMMOTH.
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B1 e B3 não mudou entre os programas testados. Em outros palavras, MAMMOTH
também encontrou cada estrutura pertencente aos subgrupos B1 e B3 tal qual Bio3D.
Portanto, como Bio3D é altamente integrado com a linguagem R e seus resultados não
divergem dos obtidos por MAMMOTH, optou-se trabalhar com Bio3D para construir
as árvores de alinhamento por similaridade de sequência nos menores níveis percentuais,
como demonstrado nas Figuras 4.2 e 4.3.
Como pode ser observado nas Figuras 4.2 e 4.3 a distância Euclidiana entre os subgrupos
B1 e B3 oscila na ordem de 3 Å para Bio3D até 4 Å para MAMMOTH, a similaridade entre
os grupos aumenta a medida que diminuímos a percentagem de similaridade sequencial.
Esse fator é esperado, dado que com um menor nível de similaridade sequencial, tem-se uma
maior liberdade de obter duas fitas de resíduos de aminoácidos distintas que, no entanto,
podem apresentar estrutura similar. Embora a hipótese de que a sequência de resíduos pode
prover informações com respeito à estrutura secundária, identificando motivos e segmentos
tridimensionais111, isso nem sempre é verdadeiro, dado que muitas vezes no processo de
enovelamento proteico e mesmo durante modificações pós-traducionais uma série de efeitos
laterais participam na delineação da conformação estrutural da proteína112. Portanto, é
mesmo possível que estruturas com fitas de aminácidos distintas possa apresentar uma
boa similaridade tridimensional92.
Frente à observação do aumento das dissimilaridades estruturais conforme subimos
a percentagem de similaridade sequencial, a identificação de motivos estruturais que
diferenciam os subgrupos torna-se importante. Cabe ressaltar, todavia, que mesmo dentro
de subgrupo é possível observar variações, isto é, subdivisões de pares mais similares. Não
por acaso, algumas estruturas, apesar de selvagens, apresentam modificações naturais
atípicas, como a estrutura 5A87, pertencente ao subgrupo B1, a qual não é incluída na
árvore após o nível de 70%, promovendo uma diminuição geral da distância Euclidiana
entre os grupos. Bem como a estrutura 5AEB do subgrupo B3, cuja ausência no nível de
50% é notável tanto no rearranjo dos galhos de B3 como, interessantemente, no aumento
da distância Euclidiana entre os subgrupos B1 e B3, indicando que é possível encontrar
uma flutuação de diferenças entre as faixas de 70% e 50%.
As árvores de alinhamento estrutural, portanto, foram capazes de detectar e demonstrar
as diferenças estruturais entre os subgrupos B1 e B3, como previamente constatado por
Galleni et al. 30 que a relacionou com a variação de resíduos coordenados aos íons metálicos.
No entanto, além das diferenças estruturais entre os subgrupos B1 e B3 correspondentes à
variação dos resíduos dos sítios ativos, pode-se inferir através das Figuras 4.2 e 4.3 que
há outros motivos que a diferem, como as alças entre os subgrupos23,113, não apenas,
a substituição do resíduo de Cis221 (em B1) por His121 (em B3). O presente trabalho,




Figura 4.2: Alinhamento estrutural obtido com Bio3D para as estruturas de MβL para as
similaridades sequenciais indicadas. (4.2a) 19 estruturas alinhadas à 95% de similaridade




Figura 4.3: Alinhamento estrutural obtido com Bio3D para as estruturas de MβL para as
similaridades sequenciais indicadas. (4.3a) 15 estruturas alinhadas à 50% de similaridade
sequencial. (4.3b) 3 estruturas alinhadas à 30% de similaridade sequencial.
54
entre os subgrupos B1 e B3, tendo por objetivo compreender se essas diferenças influenciam
na atividade/especificidade. Então, para isso, as diferenças estruturais foram catalogadas
em sequências “logo”, como apresentado nas Figuras 4.4, 4.5 e 4.6.
A representação “logo” do alinhamento estrutural permite verificar as regiões de alta e
baixa similaridade estrutural, em que por meio da medida de bitscore, um fator binário
que mede a presença ou ausência de um resíduo em uma mesma posição tridimensional
entre estruturas alinhadas114, é possível determinar a frequência com que um determinado
resíduo aparece em um mesmo lugar.
A medida binária de bitscore proposta por Schneider e Stephens114 visa propor apenas
uma rotina de cálculo que responda a pergunta “Coincidiu?”. Inicialmente, a proposta foi
realizada para bases de nucleotídios, em que se buscava o alinhamento de fitas de DNA
para análise de similaridade sequencial, porém, o mesmo princípio matemático é, ainda,
empregado hoje na análise de similaridade entre sobreposições, sejam elas sequenciais ou





f(b, l)log2f(b, l) (4.1)
em que H(l) é a incerteza da posição l, b pode ser compreendido como o elemento a ser
sobreposta (um resíduo de aminoácido, uma base nitrogenada, um átomo, etc) e f(b, l)
é a função da frequência com que é possível encontrar b na posição l. Dessa forma, a
informação possível de se retirar de uma posição é dada por:
Rsequência(l) = N – (H(l) + e(n)) (4.2)
onde Rsequência(l) é o total de informação presente na posição l e N é a incerteza máxima
presente nesse posição, este valor deve variar conforme for o número de possíveis entidades
presentes na posição, para uma análise de bases nitrogenadas como foi proposto por
Schneider e Stephens114 esse total deve ser 2, dado que para uma posição que contém uma
base de guanina, a única possibilidade para a região seria mesmo guanina ou adenina, por
outro lado, para a situação em que se tem resíduos de aminoácidos, esse valor deve aumentar
significativamente sem o impedimento de complementariedade entre bases nitrogenadas do
DNA, ou seja, em uma dada possível é possível encontrar um dentre vinte aminoácidos.
Portanto, partindo da definição de 4.7 e 4.8, Schneider e Stephens 114 apresentou a
medida da altura de cada bitscore como sendo:
h = f(b, l)Rsequência(l) (4.3)
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onde h é a altura (em bitscore), claramente um produto da frequência com que um
elemento sobreposto b em uma posição l pelo total de informação naquela mesma posição
Rsequência(l).
A Figura 4.4 mostra a sequência “logo” dos aminoácidos Gli153 a Phe177, os quais
correspondem à Gli117 e Phe202 na numeração consensual de Galleni et al. 30. É possível
observar uma região de baixa similaridade estrutural que corresponde ao motivo estrutural
denominado linker 1, intervalo aberto que compreende de Gli153 até Phe177. O resíduo
mais conservado é His218, o qual é His196 de acordo com a nomenclatura consensual de
Galleni et al.30, e se coordena ao íon zinco no sítio 1. Este linker é encontrado tanto no
subgrupo B1 quanto em B3 e entre as estruturas da família genética de NDM-1 (subgrupo
B1) apresenta uma diferenciação ainda mais notável, como demonstrado na literatura113.
Supõe-se que o linker 1 de NDM-1 seja o responsável pelo amplo espectro de ação da
família NDM-1.
Já o linker 2 é um motivo hélice-gancho-hélice (do inglês helix-hairpin-helix ou apenas
HHH) que está presente somente no subgrupo B3 e compreende o intervalo aberto de
Gli292 até Asp326, conforme demonstrado na Figura 4.5, onde é possível notar a presença
de His293, um resíduo altamente conservado que pertence ao sítio 2 e que, ainda, se
encontra dentro do intervalo do linker 2. Apesar de encontrarmos um único resíduo bem
conservado no intervalo do linker 2, é possível notar que todo o intervalo apresenta grande
variação de resíduos e mais de uma posição em branco, indicando nenhuma repetição de
resíduos.
Além disso, a Figura 4.6a mostra os resíduos His119, His121 e Asp123 que correspondem
aos resíduos consensuais His116, His118 do sítio 1 e Asp120 do sítio 2 de acordo com
Galleni et al. 30. Já a Figura 4.6b mostra o resíduo Cis243 com uma baixa pontuação (bit
score, menor tamanho da letra que representa o resíduo corresponde à menor frequência
de aparecimento do resíduo), no qual, ainda, os resíduos SER e Met ocorrem. Deve-se
mencionar que uma baixa pontuação observada para Cis243 na Figura 4.6b é esperada,
devido a ausência de Cis no subgrupo B3. Apesar das diferenças no posicionamento de
resíduos ao redor do sítio ativo os resíduos que participam na coordenação do zinco são
altamente conservados, sendo Cis a única exceção entre os subgrupos. A despeito da
variação do resíduo de Cis entre B1 e B3, a função hidrolítica destes subgrupos de MβL é
preservada, mas para um diferente espectro de compostos, ou seja, é importante também
compreender as caraterísticas físico-químicas que governam a especificidade promovida
pela variação estrutural.
A presença do linker 2 no subgrupo B3 poderia ser responsável pela especificidade
de função hidrolítica contra penicilinas e cefalosporinas. Por outro lado, B1 apresenta






































































































































































































































































































































































































































































































































com o seu centro de massa a cerca de 14.6 Å de distância do sítio ativo, enquanto em B3
linker 1 apresenta uma região de alça cujo centro de massa está localizado à 12.6 Å do
sítio ativo. Mudanças no linker 1, como as encontradas na família NDM-1, parecem causar
uma expansão do espectro de ação das MβL do subgrupo B1, bem como linker 2 parece
prover especificidade no reconhecimento de compostos β-lactâmicos. As Figuras 4.7 e 4.8
demonstram a representação 3D do linker 1 e linker 2, respectivamente.
Figura 4.7: Diferenças estruturais de MβL entre B1 (colorido em azul) e B3 (colorido
em amarelo). Inserção na família genética NDM-1 destacada em azul escuro. A linha
tracejada azul mostra a distância entre o centro metálico de zinco e linker 1, bem como a
linha tracejada em amarelo a apresenta a distância do centro metálico de zinco e a região
de alça do linker 1.
Figura 4.8: Linker 2
Figura 4.9: Diferenças estruturais de MβL entre B1 (colorido em azul) e B3 (colorido
em amarelo). Colorido em amarelo, motivo hélice-gancho-hélice de B3, com o resíduo
consensual His198 destacado em azul escuro. Esferas cinzas representam íons zinco.
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4.2 Compilando um conjunto de descritores físico-
químicos para os sítios ativos das MβL
A atribuição dos descritores físico-químicos foi realizada para as estruturas dentro
do nível de similaridade sequencial de 95% (ver Tabela 4.3). Ambos subgrupos (B1 e
B3) devem apresentar os aminoácidos dos sítios ativos em uma combinação particular
de propriedades que os tornem capazes de clivar o anel β-lactâmico. Espera-se, dentro
do que foi estudado até aqui que, o nano-ambiente do sítio ativo de cada subgrupo seja
suficientemente diferenciável para explicar a especificidade observada no espectro de ação
hidrolítica.
Descritores na Tabela 3.1 foram selecionados de modo a definir a atividade enzimática,
por exemplo, o PES do sítio ativo é responsável por indicar o caminho de interação do
substrato com o sítio ativo101. A Figura 4.10 demonstra o PES calculado para estruturas
apo (sem metal) e holo (com metal). É possível observar a importância que o íon zinco
apresenta como um agente regulador do PES no sítio ativo.
Fica claro que o PES dos sítios ativos muda na presença do íon zinco (estruturas holo),
comparado com o PES na ausência do íon (estruturas apo). Não obstante, também é
interessante que, apesar das diferenças estruturais entre os subgrupos B1 e B3, os sítios
ativos mostram uma similaridade no PES, mas divergem na vizinhança (além de 6 Å do
centro axial conectando os íons zinco e dentro de um máximo de 9 Å de um círculo
concêntrico ao centro axial).
Como o substrato seria orientado no sítio mais positivamente carregado? Observando
as vizinhanças do círculo interno (a área correspondente entre o primeiro e o último círculo
verde) nas Figuras 4.10a e 4.10b, para as estruturas holo, é possível sugerir que há resíduos
de aminoácidos com uma carga ligeiramente mais negativa (B1) e outros mais neutros (B3).
Portanto, dada a presença desses aminoácidos, o substrato interagiria com o sítio ativo de
maneira a orientar sua região negativa em direção à área positivamente carregada dos íons
zinco enquanto o restante da estrutura ligante interagiria com as regiões complementares
(por carga e estrutura) da vizinhança do sítio ativo. Além disso, a mineração de dados de
BSS aponta que para ambos subgrupos B1 e B3 há uma presença similar em tipo e número
de UC na região do sítio, isto é, um padrão similar de aminoácidos disponíveis capazes de
realizar interações com o substrato. O resultado da análise do PE (da mineração de dados
de BSS para as estruturas holo), bem como os UC e informações com respeito ao volume
e área dos sítios, são apresentados abaixo na Figura 4.11.
Ao observar um boxplot é preciso ter em mente que cerca de 50% dos dados de um
universo amostrado está na área interna do retângulo preenchido, o qual pode ser visto
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(a) Holo 1BC2 (B1) (b) Holo 1SML (B3)
(c) Apo 1BC2 (B1) (d) Apo 1SML (B3)
Figura 4.10: Mapa PES da estruturas holo e apo de 1BC2 (B1) e 1SML (B3) obtido em
pH 7,0, com o campo de força AMBER. Dois círculos concêntricos em verde destacam
a distância de 6 Å dentro do sítio ativo de ambas as estruturas, além do qual a região
inter-circular (a área de vizinhança) apresenta uma diferença de PES (quando comparado)
entre B1 e B3. A superfície negativamente carregada foi colorida em vermelho e em azul,















































































































como uma distribuição normal cujo pico consiste no traço negritado correspondente à
mediana. Portanto, a análise de um boxplot deve levar em consideração os intervalos de
distribuição da gaussiana representada pela caixa e pelas linhas limítrofes que extrapolam
a caixa110. Portanto, torna-se interessante observar a posição das medianas em virtude da
dimensão vertical das caixas e das eventuais sobreposições entre elas.
De acordo com a Figura 4.11 o LHA demonstra um PE mais negativo de –65, 23 ±
85, 78 kTe e –97, 54± 86, 61 kTe para B1 e B3, respectivamente. A estrutura 3F9O fora da
caixa azul em LHA corresponde a um ponto fora da distribuição normal para o subgrupo
de B1. O resultado dos valores de PE para LHA não foi uma surpresa, tendo em vista
que os LHA dos resíduos de aminoácidos das cadeias laterais são S, O e N, todos com
caráter doador. Uma vez que S, O e N são átomos que devem se coordenar a um ácido de
Lewis (Zn2+) eles devem apresentar um PE mais negativo. Todavia, torna-se interessante
notar que os valores absolutos das medianas do PE de LHA distam de aproximadamente
32, 31kTe , indicando que o subgrupo B3 deve acomodar melhor os íons zinco do que B1,
não somente em termos de coordenação do metal, mas em termos de disposição geral do
PE no nano-ambiente do sítio ativo. Em outras palavras, B3 tende a ser mais dependente
de zinco que B1 para a manutenção de sua atividade. Essa observação está de acordo
com o reportado na literatura, em que se ressalta a diminuição de cerca de três ordens de
magnitude na atividade catalítica de B3 como monozinco37,115. Por outro lado, González
et al.35 observa que ao substituir o resíduo de Cis do sítio de B1, para assemelhar o sítio
de B3, uma diminuição significativa da atividade enzimática é observada sugerindo que
não apenas os resíduos que coordenam o metal modulam a atividade hidrolítica, mas todo
o nano-ambiente.
Continuando as observações dos resultados de PE, temos que para Cα um valor mais
positivo do PE foi encontrado: 10, 65 ± 20, 33 kTe e 8, 41 ± 20, 03 kTe para B1 e B3,
respectivamente, o qual apresentou as estruturas 3L6N e 4C1H de B1 fora da distribuição.
Os valores de Cα contribuem no balanceamento geral do PE como visto nos valores médios:
–25, 29± 91, 96 kTe e –31, 11± 96, 59 kTe para B1 e B3 respectivamente, com as estruturas
3L6N, 4C1H, 5EW0 de B1 e 5EV de B3 fora de suas respectivas distribuições. Em geral,
os bolsos das enzimas B1 e B3 têm um PE positivo na superfície catalítica da região em
que o Zn2+ está presente (proteínas holo). Um PE negativo é observado nos casos em que
o zinco é ausente, como nas estruturas apo (veja Figuras 4.10c e 4.10d).
Curiosamente, de fato, ambas medianas do PES calculado para B1 e B3 são muto
próximas com valores de 0, 60 ± 12, 32 kTe e 0, 95 ± 20, 09 kTe , respectivamente, com
apenas 3L6N fora da distribuição normal de B1. Claramente, o PES no exato local que
corresponde à área exposta do sítio, para ambos subgrupos, é, grosseiramente, o mesmo.
Sugere-se que essa similaridade corresponde à chave da atividade hidrolítica ao passo
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que a diferenciação do formato do sítio pela presença de resíduos distintos promoveria a
especificidade de grupos de substratos. Para todos os casos em que se observou outliers de
PES calculados, realizou-se uma busca para compreender o motivo da variação. Sob uma
perspectiva estrutural, não há qualquer informação que responda a variação, sendo assim
o motivo atribuído ao método de cálculo empregado, o qual, infelizmente, não foi objetivo
de parametrização e programação completa do presente trabalho.
Apesar do PE próximo ao centro metálico ser mais positivo, a vizinhança dos sítios
ativos mostram valores de PE próximos à neutralidade para o subgrupo B1 e ligeiramente
negativos para B3 (veja Figuras 4.10a e 4.10b). Essa diferença do PE deve-se pela
presença distinta de resíduos de aminoácidos na vizinhança do sítio das estruturas de cada
subgrupo, portanto, uma busca por UC foi realizada para compreender quais os resíduos
que configuram o EP observado na vizinhança, a qual é responsável por modular não
somente a conformação do sítio como o PE mais externo ao sítio. A Figura correspondente
ao boxplot dos valores de UC obtidos é apresentada na Figura 4.12.
Tendo em vista essas informações é possível aferir que as medianas dos UC aromáticos
para ambos os grupos estão mais próximas, um valor de 0.68± 1.46 para B1 e 5.19± 12.46
para B3 foi encontrado, contudo, praticamente todo o universo de B1 mostra-se localizado
em uma estreita região, indicando que praticamente todas as enzimas do subgrupo B1
possuem um número similar de UC aromático, com exceção de 1ZNB, 3F9O, 4C1D e 5B3R,
diferente de B3 em que esse valor oscila bastante. Em outras palavras, UC aromáticos são
potencialmente menos relevantes para B1 do que para B3, já que a estatística aponta para
uma variação significativa dos dados. A Figura 4.13 mostra que a maioria das estruturas
pertencentes ao alinhamento sequencial de 95% apresenta um resíduo de Trp. Ao buscar
por resíduos de aminoácidos que talvez pertençam a região de aproximadamente 6 Å de
distância do centro metálico, a estrutura conservada presente de resíduos aromáticos foi
encontrada e identificada como resíduos de Trp (veja Figura 4.13), muito embora é possível
encontrar outros resíduos aromáticos como Phe, apenas Trp é mais conservado. Já para
as pontes dissulfetos, não foi localizada qualquer contato desse tipo para ambos subgrupos
B1 e B3.
Apenas as estruturas de 1K07 do subgrupo B3 e 1ZNB, 4C1D e 5B3R do subgrupo
B1 não apresentam o resíduo de Trp dentro da vizinhança de 6 Å de distância do centro
metálico de zinco. Também já foi apontado pela literatura que há uma possibilidade de
interação dos resíduos de Trp com captoprilg24,116. No entanto, observa-se que Trp está
presente em ambos subgrupos (B1 e B3) e que talvez promova uma função similar na
realização de empilhamento-pi com compostos aromáticos. Estes UC aromáticos podem
ser utilizados como pontos guias no desenho de inibidores, mas ao mesmo tempo talvez




























































































































Figura 4.13: Sítio ativo com zinco nos subgrupos de B1 e B3 de MβLs. Zn2 é destacado
em violeta para o sítio 2 e em rosa para os resíduos de amino ácido de Trp. A distância
do grupo de Trps do sítio 2 foi calculada medindo-se o centro de massa de todos os Trps e
todos os íons zinco. Resíduos em azul pertencem ao bolso do subgrupo B1 e em amarelo à
B3 de MβL.
Ainda, enzimas humanas como as conversoras de angiotensina possuem Trp próximo ao
Zn2+106.
Já para as cargas positivas, de acordo com a Figura 4.12, um número distinto foi
encontrado na vizinhança de B1 e B3, compreendendo os valores, respectivamente, de
8±5, 65 e 9, 5±3, 80. Não é uma surpresa identificar um maior número de cargas positivas
para B3, o que está de acordo com o apresentado na Figura 4.10b e 4.11, onde um caráter
mais positivo do PE é observado.
Apesar, ainda, da maior amplitude de caixa de UC hidrofóbicos, deve-se observar que a
distribuição normal alega uma pulverização irregular dentro da caixa, isto é, há estruturas
de B1 com números muito variados de UC hidrofóbicos, porém, as medianas de B1 e B3 se
encontram próximas de 10± 4, 86 e 8, 5± 14, 70, respectivamente, cuja diferença absoluta é
de 1, 5. Já para os grupos negativos, verificou-se um valor de 8± 5, 09 e 13± 3, 64 para B1
e B3, respectivamente. O que, de maneira geral, indica que a população de resíduos nos
sítios de B3 é maior que em B1, sugerindo um volume maior e uma envaginação de sítio
superior em B3 quando comparado com B1. Dentre esses contatos destacam-se resíduos de
Asp (ácido carboxílico sob a forma aniônica) e TIR (resíduo fenólico sob a forma aniônica)
espalhados sem uma localização densa como no encontrado para os UC aromáticos. De
maneira geral, a presença dos resíduos de TIR ou Trp em B3 promovem a variação da
forma do sítio, proporcionando a envaginação supracitada. Por isso mesmo, uma análise
das características dimensionais do sítio foi realizada, como apresentada na Figura 4.14.
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Deve-se observar, até aqui, que estranhamente as mesmas estruturas de 1ZNB, 4C1D
e 5B3R não apresentaram valor para qualquer um dos dados levantados, o que pode
corresponder a alguma falha no algorítimo de contagem disposto pela base de dados BSS.
Essa falha, contudo, não pode ser computacionalmente sanada mediante reprogramação
do algorítimo de contagem para os casos patológicos encontrados.
Finalmente, os resultados obtidos da avaliação da área polar, apolar e volume do
sítio ativo dos subgrupos de B1 e B3 não são conclusivos o suficiente, mas permitem
indicar que o volume do sítio de B1 é superior ao volume do sítio de B3. Aparentemente,
essa constatação vem de encontro ao sugerido na discussão do número de resíduos de
UC. Contudo, pode-se alegar que o maior número de UC observados como aromáticos e
hidrofóbicos, talvez, não estejam todos disponíveis, mas sim enterrados no sítio. Dessa
maneira, sugere-se que o sítio de B3 seja menor e mais densamente povoado em UC.
Estudos prévios já demonstraram a importância de se avaliar a mudança na conformação
do sítio ativo devido à mobilidade proteica117,118. Como visto aqui (Figuras 4.7 e 4.8), o
motivo linker 1 possui um alça acima do sítio ativo que talvez, sob condições fisiológicas,
venha a conferir ao sítio ativo do subgrupo B3 seu formato único que o difere dos de
B1, dando assim o fundamento para a especificidade de ação contra um grupo particular
de antibacterianos β-lactâmicos. Um caso comparável e bem sucedido (com respeito à
obtenção de compostos de ação específica), já reportado na literatura, mostra que através
da compreensão da função dos movimentos do alça foi possível explorar os estados ativo e
inativo das conformações de proteínas do tipo tirosina-kinase. Dessa forma, o mais famoso
composto anticâncer foi desenvolvido, Gleevecg119. Assim, sugere-se que uma dinâmica
molecular deve ser conduzida para melhor compreender como o volume e a conformação
espacial muda com o tempo sob influência da ligação do substrato e, mais ainda, como





























































Busca por um inibidor
A validação do protocolo (veja anexo C) de ancoramento molecular utilizando Auto-
DockZN demonstrou uma boa concordância entre os valores experimentais e calculados
pela docagem, em especial, com respeito às distâncias entre o grupo tiol, do captoprilg, e
os íons zinco. Além disso, o RMSD do ligante ancorado com respeito ao cristalizado foi
inferior a 2 Å como pode ser visto na Tabela 5.1.












S-Zn1† S-Zn2‡ S-Zn1• S-Zn2◦ S-Zn1† S-Zn2‡ S-Zn1• S-Zn2◦
0,43 2,33 2,34 2,40 2,40 0,60 2,22 2,25 2,20 2,10
† distância experimental entre o grupo tiol (átomo S) do captoprilg e o íon Zn2+ do sítio 1; ‡ distância experimental
entre o átomo S e Zn2+ do sítio 2; • distância calculada entre o átomo S e Zn2+ para o sítio 1; ◦ distância calculada
entre o átomo S e Zn2+ para o sítio 2;
Como pode ser observado na Figura 5.1 e na Tabela 5.1, os resultados in silico
apresentaram uma boa concordância com os resultados experimentais. A Figura 5.1
demonstra uma comparação entre 4C1D e 4C1F com o ligante ancorado em azul e
cristalizado em cinza (átomos de hidrogênio foram escondidos para melhor visualização
das estruturas).
Logo, dado o sucesso da validação, foi possível executar a campanha de ancoragem
molecular utilizando o protocolo estabelecido, em que o prévio conhecimento dos descritores
físico-químicos reunidos especificamente para as MβL permitiu um melhor filtro dos
compostos químicos da base de dados ZINC15. Dessa maneira, partiu-se de um total
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(a) 4C1D (b) 4C1F
Figura 5.1: captoprilg ancorado com distancias respectivas do grupo tiol (átomo S) em
amarelo e íons zinco (esferas cinzas). Distância destaca na linha tracejada em preto refere-
se ao valor da estrutura cristalizada, valores da linha tracejada em cinza compreendem
as distâncias calculadas; (5.1a) resultado de docagem para 4C1D; (5.1b) resultado de
docagem para 4C1F.
de 12434 candidatos selecionados na base de dados ZINC15 e executou-se uma rotina
de ancoramento empregando-se os programa GremmlenzDOC (veja anexo B). Ao final
da campanha obteve-se dois potenciais inibidores. A Tabela 5.2 mostra a constante de
inibição (Ki) calculada por AutoDockZN para cada inibidor, já a Tabela 5.3 demonstra
mais informações com respeito aos compostos encontrados (veja Figuras 5.9 e 5.3).
Tabela 5.2: Resultados da docagem para 4C1D (subgrupo B1) e 1K07 (subgrupo B3)
4C1D (B1)
1K07 (B3)
Composto (ZINC15 código) i (µM) Ki (µM)
ZINC08441355 (1z) 43, 17 10, 55
ZINC08438837 (2z) 12, 04 28, 92
Tendo em vista que a constante de inibição (i) demonstra a concentração necessária
para promover a inibição da enzima, fica claro que quanto menor o valor de Ki maior o
poder inibição. Como pode ser visto na Tabela 5.2, um baixo valor de Ki foi encontrado
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Tabela 5.3: Informações químicas dos candidatos a inibidor encontrados
Entrada 1Z 2Z
Código ZINC ZINC08441355 ZINC8438837
Massa Molecular
(Daltons)
428, 539 424, 979
Coeficiente de
partição
4, 906 3, 257
Carga 0 0









Figura 5.2: Estrutura de 1Z, cujo nome IUPAC é dado por (2S)-N -(2-metil-4-nitrofenil)-2-
(5,6,7,8-tetrahidro[1]benzotieno[2,3-d]pirimidin-4-ilsulfanil)propanamida .
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Figura 5.3: Estrutura de 2Z cujo nome IUPAC é dado por N -(4-clorofenil)-2,4-di(4-
morfolinil)-1,3-tiazole-5-carbotioamida.
para a inibição de 1K07 (B3) pelo composto 1z. Sendo ainda mais interessante notar que
o mesmo resultado não foi encontrado para 4C1D (B1), isto é, o composto 1Z demonstrou
um Ki cerca de quatro vezes maior para B1. Por outro lado, o composto 2Z mostrou
melhor resultado para 4C1D (B1) do que para 1K07 (B3), mas a diferença entre Ki de 2Z
entre B1 e B3 não foi tão expressiva como a encontrada para 1z. A Figura 5.4 ilustra os
compostos ancorados.
(a) 4C1D (B1) (b) 1K07 (B3)
Figura 5.4: Resultado de docagem para os subgrupos de MβL B1 (5.4a) e B3 (5.4b).
Distâncias medidas dadas em Å.
Além do bom posicionamento do grupo tiol entre o centro metálico, como demonstrado
na Figura 5.4, é preciso observar quais interações também ocorrem entre o composto e o
sítio ativo. Por exemplo, para o caso de B1, verifica-se que a maior parte das interações
que governam o posicionamento do composto são relacionadas ao PE complementar ao
sítio, sendo observado uma região de interação hidrofóbica com um anel de Phe a cerca de
4,19 Å de distância do composto ligante e uma ligação de hidrogênio com um resíduo de
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TIR a cerca de 1,92 Å de distância do composto ligante, como ilustrado na Figura 5.5
Figura 5.5: Visualização de interações do composto ligante (2Z) com sítio de 4C1D. Átomos
coloridos em verde correspondem aos átomos de carbono da estrutura proteica, em ciano
os átomos de carbono da estrutura ancorada. As cores para os átomos de hidrogênio,
nitrogênio, oxigênio e enxofre seguem o padrão: branco, azul, vermelho e amarelo.
Como foi supracitado, as interações que governam o posicionamento de 2Z no sítio de
4C1D são, em sua maioria, relacionados ao PES complementar do composto ligante com o
sítio. A Figura 5.6 demonstra quatro visões do PES de 2Z em que é possível ter um mapa
completo da distribuição eletrostática em torno de toda a superfície de 2Z. Comparando
as Figuras em 5.6 é possível perceber o perfeito encaixe entre o composto ligante e o sítio
ao se analisar a Figura 5.5, no qual toda a área vermelha da superfície de 2Z encaixa-se
adequadamente a área azul complementar do sítio de 4C1D.
Por outro lado, observando o complexo substrato-proteína de 1Z e 1K07 na Figura
5.8, é possível observar ligações de hidrogênio com o resíduo de Lis com grupo nitro
do composto ligante, sendo uma ligação de hidrogênio partindo da cadeia lateral de Lis
a cerca de 1,89 Å e outra do hidrogênio da amida de Lis a cerca de 1,99 Å. Ainda, é
observado a formação de empilhamento-pi de um resíduo de Trp com o anel aromático de
2-cloro-4-nitroanilina do composto ligante a uma distância de 3,59 Å. Sendo esse resultado
um fator animador, tendo em vista que na análise de UC havíamos previsto que a presença
de Trp é menos relevante em estruturas de B1 e mais comum em B3, como confirmado
pelo ancoramento molecular.
De maneira similar ao observado para 2Z e 4C1D, o complexo de 1Z e 1K07 também
apresenta uma excelente complementaridade para o PES de cada estrutura. Como podemos




Figura 5.6: Visão geral do PES do composto 2Z, cor vermelha representa área negativamente
carregada, cor azul representa área positivamente carregada. A intensidade da cor varia de
-1 (mais vermelho), 0 (neutro) e +1 (mais azul). (5.6a) visão de superfície sólida. (5.6b)
visão de superfície transparente. (5.6c) visão de superfície sólida com giro de 180°no eixo
y. (5.6d) visão de superfície transparente com giro de 180°no eixo y.
(a) (b)
Figura 5.7: Comparação do PES do sítio ativo de 4C1D em proximidade com o complexo
substrato-proteína. (5.7a) visão do PES do sítio ativo livre de 4C1D. (5.7b) visão do PES
para o complexo substrato-proteína.
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Figura 5.8: Visão das interações realizadas no complexo substrato-proteína de 1Z e 1K07.
sua superfície, o qual configura condição ideal para o encaixe no sítio de B3, cujo sulco
catalítico é predominantemente positivo, como é possível observar na Figura 5.10, por
conta da forte influência de ZnII.
(a) (b)
(c) (d)
Figura 5.9: Visão geral do PES do composto ligante 1Z, cor vermelha representa área
negativamente carregada, cor azul representa área positivamente carregada. A intensidade
da cor varia de -1 (mais vermelho), 0 (neutro) e +1 (mais azul). (5.9a) visão de superfície
sólida. (5.9b) visão de superfície transparente. (5.9c) visão de superfície sólida com giro
de 180°no eixo y. (5.9d) visão de superfície transparente com giro de 180°no eixo y.
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(a) (b)
Figura 5.10: Comparação do PES do sítio ativo de 1K07 em proximidade com o complexo
substrato-proteína. (5.10a) visão do PES do sítio ativo livre de 1K07. (5.10b) visão do
PES para o complexo substrato-proteína.
Esses resultados para 1Z e 2Z sugerem que estes compostos são potenciais inibidores
que devem ser testados através da realização de dinâmicas moleculares para avaliar a
capacidade que esses compostos têm de permanecer no sítio, bem como, comparar a
atividade inibitória que ambos compostos apresentam para cada subgrupo, isto é, verificar
mutuamente a atividade que 1Z apresenta contra B1 e B3, bem como 2Z contra B1 e
B3. Contudo, é importante ressaltar que, dentro do escopo deste trabalho, a confirmação
da dinâmica molecular fornecerá boas propostas para potenciais inibidores que deverão
somente ser validados após o emprego de técnicas in vitro, o qual não compreende o escopo
do presente trabalho.
5.1 Investigação de dinâmica molecular
Com os dois candidatos determinados, partiu-se para uma análise de afinidade dos
compostos com o sítio ativo das enzimas alvo. Para tal, selecionou-se duas enzimas
para representar os subgrupos B1 e B3, sendo 5B15 representante de B3 e 4C1H como
representante de B1. Assumindo que os representantes pertençam, cada um, a um grupo
em que a exploração da campanha de ancoramento molecular foi realizada, espera-se
que o resultado das dinâmicas sejam convergentes com o comportamento esperado pelo
ancoramento. Em outras palavras, espera-se que a estrutura de 5B15 apresentem o mesmo
comportamento que todas as outras estruturas do subgrupo ao qual ela pertence (B3).
Como demonstrado na Tabela 5.2, o composto 1Z apresentou maior afinidade para B3 e
2Z para B1. Para avaliar a afinidade de cada composto ligante, realizou-se uma dinâmica
teste de 0,1 ns, em caixa de 10 Å preenchida com água – utilizou-se o modelo Simple
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Point Charge (SPC) de água80 – e neutralizada com 4 ânions cloretos quando simulado
a enzima pura, o complexo substrato-enzima (1Z-MβL) e com 3 ânions cloretos com o
complexo 2Z-MβL (dado que 2Z apresenta um tiolato). O campo de força empregado
foi GROMOS43A1, nativo do pacote de programas GROMACS, utilizado no presente
trabalho.
As simulações consistiram de três etapas, em que na primeira simulou-se a enzima
isolada, em uma segunda etapa, a enzima com o composto ligante 1Z e, por último, com o
composto ligante 2Z. Ao final de cada simulação, retirou-se a medida de RMSD da cadeia
de carbonos alfa da estrutura proteica e dos compostos, para que fosse possível comparar
a influência dos compostos na estabilização da enzima e a afinidade dos compostos ao sítio.
Como demonstrado na Figura 5.11, o complexo 1Z-4C1H apresentou a maior instabilidade
a partir de 0,6ns, com um aumento no RMSD para a estrutura, indicando uma perturbação
estrutural. A perturbação estrutural indica que provavelmente 1Z não interage com o sítio
e a labilidade do mesmo ao longo do tempo perturba a estrutura da enzima. Diferente
para 2Z, em que a variação do RMSD permanece em flutuação ligeiramente inferior à
enzima isolada, indicando um relaxamento da estrutura enzimática por acomodação do
composto ligante.
Aparentemente, o resultado observado em 5.11 está condizente com o esperado pela
campanha de ancoramento molecular. Contudo, é importante avaliar a estabilidade dos
compostos no sítio, para isso, a Figura 5.12 apresenta a variação do RMSD ao longo do
tempo para as estruturas dos compostos no complexo enzimático.
Como fica evidente na Figura 5.12, o composto 2Z permanece fixo ao sítio, ao passo
que o composto 1Z não apresenta o mesmo sinal já nos primeiros instantes da simulação.
Tais indícios confirmam 2Z como uma proposta de inibidor. Por outro lado, a análise com
5B15 apresentou uma diferença de atividade entre 1Z e 2Z muito pequena (veja Figura
5.13).
De acordo com a campanha de ancoramento molecular, esperava-se que 1Z atuasse mais
efetivamente em uma estrutura de B3, contudo, a Figura 5.13 não apresentou uma diferença
significativa da flutuação de RMSD ao longo do tempo para os complexos 1Z-4C1H e
2Z-5B15. A despeito de uma flutuação inferior para 2Z, a proximidade de valores entre os
complexos substrato-enzima não configura uma boa diferença de atividade. Observando
a Figura 5.14, fica evidente que ambos os compostos apresentam, aproximadamente, a
mesma estabilidade no sítio de 5B15.
As observações levantadas pela dinâmica molecular indicam que ambos os compostos
possuem atividade muito similar na interação com o sítio das enzimas do subgrupo
B3. Apesar disso, deve-se observar que o composto 1Z apresentou, de fato, atividade
específica para B3, sendo menos eficiente em B1 como demonstrado nas Figuras 5.12 e 5.14.
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Figura 5.11: Variação do RMSD da cadeia de carbonos alfas para a enzima isolada (linha
preta), para o complexo 1Z-4C1H (linha vermelha) e para o complexo 2Z-4C1H (linha
verde).
Portanto, dentre os dois compostos investigados, apenas 1Z apresenta maiores chances
de um comportamento seletivo para B3, enquanto o composto 2Z não seria um inibidor
eficiente e específico.
5.2 Sugerindo um caminho para um ataque químico
Atualmente, a estratégia mais comum de inibição de zinco enzimas consiste na ligação
do inibidor ao zinco120, como demonstrado no presente trabalho com o uso do captoprilg
e pelos candidatos apresentados no resultado da campanha de docagem. No entanto, o
presente trabalho, também, propõe o ataque químico de amino ácidos que coordenam
zinco como uma estratégia de inibição de MβLs. Tal abordagem eventualmente promoveria
a ejeção do zinco do sítio ativo, mas com diferente eficiência e mecanismo distinto entre as
estruturas dos subgrupos B1 e B3 considerados.
Logo, o conhecimento da susceptibilidade a um ataque químico que um átomo de um
determinado resíduo pode sofrer, seja um ataque nucleofílico ou eletrofílico (sugerido pelo
81
Figura 5.12: Variação do RMSD das estruturas de 1Z e 2Z para o complexo 1Z-4C1H
(linha preta) e para o complexo 2Z-4C1H (linha vermelha).
cálculo das funções de Fukui), tem-se um conjunto de informações valiosas no desenho de
um inibidor. As funções de Fukui descrevem a densidade eletrônica dos orbitais de fronteira
após promover uma perturbação no sistema adicionando-se ou removendo-se elétrons47,48.
Essa descrição está relacionada ao conceito de ácidos e bases de Pearson, em que, no
entanto, é aplicável somente para uma correlação interna, isto é, para comparação de
átomos dentro de uma mesma estrutura50,121. O cômputo dos índices de Fukui orientam,
portanto, na indicação de qual átomo na estrutura está mais sujeito a sofrer um ataque
químico49. Na literatura, vários são os exemplos bem sucedidos de cálculos que previram
reações de complexação122, basicidade de aminas123 e sítios ativos de enzimas124, todos
posteriormente confirmados experimentalmente.
Inspirado na literatura, buscou-se executar uma rotina de cálculo no sítio ativo das
estruturas de 2AIO (subgrupo B3) e 4C1D (subgrupo B1). Para isso, extraiu-se todos
os resíduos de aminoácidos que distam 4 Å de cada íon zinco dos sítios, variando-se o
modelo de extração. Dado os custos computacionais do cálculo, procedeu-se uma primeira
análise para 2AIO, em que se calculou o sítio extraído completo, e duas simplificações.
As Figuras 5.15, 5.16a e 5.16b demonstram, respectivamente, os valores dos índices de
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Figura 5.13: Variação do RMSD da cadeia de carbonos alfas para a enzima isolada (linha
preta), para o complexo 1Z-5B15 (linha vermelha) e para o complexo 2Z-5B15 (linha
verde).
Fukui calculados para um modelo completo, parcial e simplificado do sítio ativo de 2AIO.
A medida de nucleofilicidade e eletrofilicidade, nas Figuras, está em vermelho e azul,
respectivamente.
Como é possível observar nas Figuras 5.15, 5.16a e 5.16b, a tendência da maior atividade
nucleofílica para ambos os átomos de oxigênio pertencentes ao carboxilato do resíduo de Asp
é acentuada frente aos valores gerais. Deve-se, contudo, observar que, mantendo-se a mesma
escala no eixo das ordenadas, um visível decréscimo nos valores de Fukui é observado indo do
modelo simples ao modelo parcial, bem como um decréscimo menor é observado no sentido
modelo completo para o modelo parcial. Adotando o modelo completo como referência,
tem-se que dentre as simplificações propostas, o modelo parcial apresentou o menor
número de erros, mantendo os átomos mais nucleofílicos (pontos vermelhos) e eletrofílicos
(pontos em azul) mais elevados como no modelo completo. Deve-se, contudo, observar que
apenas os atamos 26N e 59C, no modelo simplificado, apresentaram inversão na medida de
nucleofilicidade, bem como para a medida de eletrofilicidade houve inversão em 1Zn, 25N,
26N, 38C, 59C e 60C. O maior número de inversões para o cômputo de eletrofilicidade
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Figura 5.14: Variação do RMSD das estruturas de 1Z e 2Z para o complexo 1Z-5B15
(linha preta) e para o complexo 2Z-5B15 (linha vermelha).
indica a sensibilidade do cálculo para a simplificação. Contudo, dado que o cômputo da
nucleofilicidade apresentou melhores resultados e a proposta do trabalho consiste na busca
por grupos susceptíveis a sofrer um ataque por um eletrófilo, a simplificação parcial foi
adotada para o cálculo do sítio de 4C1D.
Deve-se, ainda, ressaltar que para os cálculos efetuados obteve-se diferentes desempenhos
em tempo de processamento para cada cálculo, como demonstrado na Tabela 5.4.





Como observado na Tabela 5.4, o uso do modelo parcial provê um resultado satisfatório
a um custo bem inferior de tempo. Já para o modelo simplificado, apesar do baixo
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Figura 5.15: Amostra completa do sítio ativo de 2AIO com valores do índice de Fukui
para átomos destacados. Átomos de hidrogênio são desconsiderados.
custo computacional, o resultado não pode ser julgado satisfatório e, portanto, deve ser
descartado.
Finalmente, ao realizar a análise de Fukui para a estrutura de 4C1D verificou-se o
perfil da Figura 5.17.
Portanto, fica evidente, através das Figuras 5.16a e 5.17 que os índices de Fukui
calculados indicam uma maior sujeição do resíduo de Asp120 em 2AIO a sofrer um ataque
eletrofílico, ao passo que Cis221 em 4C1D estaria mais susceptível a um ataque eletrofílico
do que Asp120. Uma correlação que pode ser feita (observando as Figuras 4.10b, 4.11 e
5.16a) reside no caráter ligeiramente mais eletrofílico do sítio ativo do subgrupo B3, o
qual demonstra um PES ligeiramente mais positivo. Portanto, um descritor físico-químico
chave que diferencia os subgrupos B1 e B3 deve atender a modulação da eletrofilicidade
por substituição do grupo Cis, presente no sítio 2 de B1 e ausente no sítio 2 de B3 (Cis é
substituído por His).
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(a) Amostra parcial do sítio ativo de 2AIO.
(b) Amostra simples do sítio ativo de 2AIO.
Figura 5.16: Valores de Fukui para átomos destacados e átomos de hidrogênio são descon-
siderados. (5.16a) amostra parcial com -COOH terminais mantidos como aldeídos. (5.16b)
amostra simples com apenas a cadeia lateral dos resíduos de aminoácidos preservadas.
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O presente trabalho demonstrou uma análise computacional sistemática dos subgrupos
de MβL B1 e B3, oferecendo uma ampla perspectiva das estruturas de proteínas relevantes
e alguns dos mais importantes aspectos no desenvolvimento de inibidores. De maneira
geral, as análises revelaram importantes diferenças estruturais entre os subgrupos, o qual
figura como um fator que dificulta o desenvolvimento de um inibidor que atenda todos os
tipos de MβL.
Os aspectos chaves na diferenciação entre os subgrupos B1 e B3 são: a presença
de motivos não conservados (tais como linker 1 e linker 2 ), uma diferença no PES da
vizinhança do sítio ativo e a presença de um maior número de contatos aromáticos em B3.
Linker 1 possui um alça na região acima do bolso ligante das estruturas do subgrupo B3
que, talvez, venha a interagir com o substrato, bem como linker 2 possui uma inserção
de hélice-gancho-hélice (HHH) em B3 diferenciando este de B1. Também foi encontrado
uma inserção em linker 1 que é apenas presente na família genética NDM-1. Mais ainda,
demonstrou-se que os subgrupos B1 e B3 possuem um PES positivo sob o sítio ativo,
principalmente devido a presença de Zn2+. No entanto, além da distância de 6 Å do
centro metálico, verifica-se um caráter mais neutro do PES para B1 e mais negativo para
B3. O PES da vizinhança do bolso ligante diferencia os subgrupos B1 e B3 e devem ser
considerados no desenho de inibidores específicos.
Um resíduo de Trp bem conservado a uma distância de 6.3 Å do centro metálico
foi observado como um UC aromático (mais presente no subgrupo B3), o qual pode ser
utilizado para racionalizar o desenho de inibidores para estruturas pertencentes a ambos
subgrupos B1 e B3, explorando um potencial empilhamento-pi. Tal resultado valida o
desenvolvimento de inibidores que apresentem carga negativa que possa interagir com
o íon metálico e, ao mesmo tempo, possua uma região aromática. No entanto, para o
desenho de inibidores seletivos entre B1 e B3, a diferenciação entre estruturas com maior
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caráter hidrofóbico deve ser considerada.
Como resultado do conhecimento físico-químico e estrutural dos descritores reunidos
neste trabalho, as campanhas de docagens puderam ser executadas e, por meio destas,
sugeriu-se dois compostos como potenciais inibidores: 1Z (ZINC08441355) contra o sub-
grupo B3 e 2Z (ZINC08438837) contra B1. Dado que a especificidade do inibidor representa
o alvo deste trabalho, o composto 1Z figura como mais específico, contra B3, por conta
do menor valor de Ki encontrado, bem como 2Z para B3. Mais interessantemente, uma
concordância foi encontrada entre o PES dos compostos e dos sítio ativos alvos.
Apesar da proposta de dois potenciais inibidores específicos, análises de dinâmica
molecular demonstraram que apenas o composto 1Z apresentou a especificidade desejada,
sendo ativo contra B3 e pouco ativo contra B1. Ao passo que 2Z apresentou forte atividade
contra ambos subgrupos de MβL. Não obstante, também foi proposto uma diferente
estratégia de inibição. Baseando-se no ataque eletrofílico de resíduos que coordenam zinco.
O ataque destes resíduos desestabilizaria o íon metálico e, eventualmente, promoveria a
ejeção de zinco. Cálculos dos índices de Fukui corroboraram na estratégia demonstrando
a susceptibilidade do resíduo Asp120 (em B1 e B3) e Cis221 (em B1) sofrerem um ataque
eletrofílico.
Portanto, o presente trabalho prevê como perspectivas futuras testes de inibição de
MβL in vitro utilizando o composto 1Z e, mesmo, refinamentos nas análises para melhor
modulação de uma rotina de busca de descritores físico-químicos de proteínas, de forma a
expandir a aplicação para outros grupos de enzimas.
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Protocolo de obtenção e
limpeza de estruturas de MβL
#! / b i n / p y t h o n
try:
import whichcraft












__main__.pymol_argv = [ ’ p ymo l ’ , ’ – q c ’ ] # Qu i e t and no GUI





from pymol import stored, selector
from pymol.editing import update




from chempy import fragments
except ValueError as err:
print err
import sys, time, os, shutil, re, tempfile









pymol.cmd.extend( ’ s p l i t _ c h a i n s ’ , split_chains)
pymol.cmd.extend( ’ r e b u i l d _ m i s s i n g ’ , rebuild_missing)
pymol.cmd.auto_arg[0].update([( ’ r e b u i l d _ m i s s i n g ’ ,pymol.cmd.
auto_arg[0][ ’ zoom ’ ]),( ’ s p l i t _ c h a i n s ’ ,pymol.cmd.auto_arg
[0][ ’ zoom ’ ]),])
for name, value in pymol.cmd.keyword.items():
function = value[0]
if function.__module__.startswith(__name__):
if force or not hasattr(pymol.cmd, function.__name__):
setattr(pymol.cmd,function.__name__,function)
def split_chains(selection= ’ ( a l l ) ’ ):
models = pymol.cmd.get_object_list( ’ ( ’ + selection + ’ ) ’ )
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for model in models:
for chain in pymol.cmd.get_chains( ’ (% s ) and mod e l %s ’ %
(selection , model)):
if chain == ’ ’ :
chain = " ’ ’ "
name = ’%s_%s ’ % (model, chain)
pymol.cmd.create(name, ’ (% s ) and mod e l %s and c h a i n
%s ’ % (selection , model, chain))
pymol.cmd.delete(model)




from modeller.automodel import automodel , allhmodel
except ImportError:
print( ’ E r r o r : f a i l e d t o i m p o r t " m o d e l l e r " ’ )
raise CmdException





pdbfile = os.path.join(tempdir, ’ t e m p l a t e . pdb ’ )









# p r e v e n t PyMOL t o p u t TER r e c o r d s b e f o r e MSE r e s i d u e s
( known e r r o r f o u n d i n l i t e r a t u r e s e e g i t h u b f o r
p s i c o r e p o s i t o r i e s )




mdl = modeller.model(env, file=pdbfile)
aln = modeller.alignment(env)




aln[ –1].code = ’ b a r ’
aln.malign()
aln.write(alnfile)
a = automodel(env, alnfile=alnfile, sequence=aln[ –1].
code,knowns=[s.code for s in aln if s.prottyp.
startswith( ’ s t r u c t u r e ’ )])
a.max_ca_ca_distance = 30.0
a.make()
for output in a.outputs:








print( ’ r e b u i l d _ m i s s i n g : d o n e ’ )
def clasf_clean(pdb,residues):
pymol.cmd.load( "%s . pdb " % pdb)
pymol.cmd.remove( " s ymb o l l i +na+k+mg+ s r +be+ f e +c a+ag+p t+hg+c o+
au+n i+cd " )
pymol.cmd.remove( " r e s n am e SO4+CO3+PO4+AZI+CL+PO4 " )
pymol.cmd.extract( " w a t e r " , " s o l v e n t " )
pymol.cmd.save( " w a t e r_%s . pdb " % pdb, " w a t e r " )
pymol.cmd.remove( " w a t e r " )
pymol.cmd.delete( " w a t e r " )
pymol.cmd.remove( " s o l v e n t " )
pymol.cmd.extract( " l i g a n d " , " o r g " )
pymol.cmd.save( " l i g _%s . pdb " % pdb, " l i g " )
os.system( " s e d – i ’ / ANISOU/ d ’ l i g _%s . pdb " % pdb)
pymol.cmd.remove( " l i g a n d " )
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pymol.cmd.delete( " l i g a n d " )
pymol.cmd.remove( " o r g " )
chain=pymol.cmd.get_chains()
if len(chain) > 1:
pymol.cmd.split_chains()
for ch in chain:
seq_res=get_seqres( " SEQRES " ,pdb,residues ,ch)
pymol.cmd.rebuild_missing( "%s_m0_%s " % (pdb,ch), "%s_%s "
% (pdb,ch), " 1 " , None, " 1 " , " 0 " , " 1 " )
pymol.cmd.rebuild_missing( "%s_m1_%s " % (pdb,ch), "%s_%s "
% (pdb,ch), " 1 " , str(seq_res), " 1 " , " 0 " , " 1 " )
pymol.cmd.extract( " zn_%s " % ch, " s ymb o l ZN and %s_m0_%s "
% (pdb,ch))
pymol.cmd.delete( "%s_m0_%s + %s_%s " % (pdb,ch,pdb,ch))
pymol.cmd.alter( "%s_m1_%s " % (pdb,ch), " c h a i n =’% s ’ " % ch
)
pymol.cmd.alter( " zn_%s " % ch, " c h a i n =’% s ’ " % ch)
pymol.cmd.save( "%s_mu l t i _m f . pdb " % pdb)
pymol.cmd.remove( " a l l " )
pymol.cmd.delete( " a l l " )
os.system( " s e d – i ’ / ANISOU/ d ’ %s_mu l t i _m f . pdb " % pdb)
os.system( " . / r e d u c e –NOFLIP %s_mu l t i _m f . pdb > %s_mu l t i _ c .
pdb " % (pdb,pdb))
pymol.cmd.load( "%s_mu l t i _ c . pdb " % pdb)
pymol.cmd.select( " h i d r o g e n i o s " , " s ymb o l H w i t h i n 1 . 5
o f s ymb o l S+ZN and r e s n am e CYS " )
pymol.cmd.remove( " h i d r o g e n i o s " )
pymol.cmd.delete( " h i d r o g e n i o s " )
pymol.cmd.save( "%s_mu l t i _ c . pdb " % pdb)
else:
seq_res=get_seqres( " SEQRES " ,pdb,residues ,chain)
pymol.cmd.rebuild_missing( "%s_m0 " % pdb, "%s " % pdb, " 1 " ,
None, " 1 " , " 0 " , " 1 " )
pymol.cmd.rebuild_missing( "%s_m1 " % pdb, "%s " % pdb, " 1 " ,
str(seq_res), " 1 " , " 0 " , " 1 " )
pymol.cmd.extract( " z n " , " s ymb o l ZN and %s_m0 " % pdb)
pymol.cmd.delete( "%s + %s_m0 " % (pdb,pdb))
pymol.cmd.alter( "%s_m1 " % pdb, " c h a i n =’% s ’ " % chain)
pymol.cmd.alter( " z n " , " c h a i n =’% s ’ " % chain)
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pymol.cmd.save( "%s_mf . pdb " % pdb)
os.system( " s e d – i ’ / ANISOU/ d ’ %s_mf . pdb " % pdb)
os.system( " . / r e d u c e –NOFLIP %s_mf . pdb > %s_c . pdb " % (pdb,
pdb))
pymol.cmd.remove( " a l l " )
pymol.cmd.delete( " a l l " )
pymol.cmd.load( "%s_c . pdb " % pdb)
pymol.cmd.select( " h i d r o g e n i o s " , " s ymb o l H w i t h i n 1 . 5
o f s ymb o l S+ZN and r e s n am e CYS " )
pymol.cmd.remove( " h i d r o g e n i o s " )
pymol.cmd.delete( " h i d r o g e n i o s " )
pymol.cmd.save( "%s_c . pdb " % pdb)
pymol.cmd.remove( " a l l " )
pymol.cmd.delete( " a l l " )
return True
def get_seqres(search_term ,pdb,residues ,chain):
seq_real = []
# D i r t y and n o t p y t h o n i c way t o g e t t h e j o b d o n e ; w e l l , i t
w o r k s .
for line in open(pdb+ ’ . pdb ’ , ’ r ’ ):
if re.search(search_term , line) and re.search( " %s "
% chain,line):
for each in line.split():
for res in residues:
if res == each:
seq_real.append(each)
residue_dict = { ’A ’ : ’ ALA ’ , ’C ’ : ’ CYS ’ , ’ E ’ : ’GLU ’ , ’D ’ : ’ ASP
’ , ’G ’ : ’GLY ’ , ’ F ’ : ’ PHE ’ , ’ I ’ : ’ ILE ’ , ’H ’ : ’ HIS ’ , ’K ’ : ’
LYS ’ , ’M ’ : ’MET ’ , ’ L ’ : ’ LEU ’ , ’N ’ : ’ ASN ’ , ’Q ’ : ’GLN ’ , ’ P ’ :
’PRO ’ , ’ S ’ : ’ SER ’ , ’R ’ : ’ARG ’ , ’T ’ : ’THR ’ , ’W ’ : ’ TRP ’ , ’V
’ : ’ VAL ’ , ’Y ’ : ’TYR ’ }
resi = {v:k for k, v in residue_dict.iteritems()}
value = map(resi.get, seq_real, seq_real)
seq = ’ ’ .join([str(item) for item in value])
return seq
url = ’ h t t p : / / www . r c s b . o r g / pdb / r e s t / s e a r c h ’
if reachable(url) == False:
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printer = " S o r r y , b u t t h e r e i s no i n t e r n e t c o n n e c t i o n
a v a i l a b l e t o : %s " % url
print ’ \ n ’
print ’ – ’ ∗ (len(printer)+2)
print " | " +str(printer)+ " | "
print ’ – ’ ∗ (len(printer)+2)
os._exit(1)
queryText = " " "
< o r g P d b C om p o s i t e Q u e r y v e r s i o n ="1 . 0 " >
< r e s u l t C o u n t >824</ r e s u l t C o u n t >
< q u e r y I d >E27618 </ q u e r y I d >
< q u e r y R e f i n e m e n t >
< q u e r y R e f i n e m e n t L e v e l >0</ q u e r y R e f i n e m e n t L e v e l >
<o r gP d bQu e r y >
< v e r s i o n >head </ v e r s i o n >
<q u e r yT y p e >o r g . p d b . q u e r y . s i m p l e . E n z y m e C l a s s i f i c a t i o n Q u e r y </
q u e r yT y p e >
< d e s c r i p t i o n >Enzyme C l a s s i f i c a t i o n S e a r c h : EC= 3 . 5 . 2 . 6 < /
d e s c r i p t i o n >
< q u e r y I d >D2CF9A18 </ q u e r y I d >
< r e s u l t C o u n t >824</ r e s u l t C o u n t >
< r u n t i m e S t a r t >2017 – 12 – 25 T17 : 2 8 : 3 0 Z</ r u n t i m e S t a r t >
< r u n t i m e M i l l i s e c o n d s >18</ r u n t i m e M i l l i s e c o n d s >
<E n z y m e _ C l a s s i f i c a t i o n > 3 . 5 . 2 . 6 < / E n z y m e _ C l a s s i f i c a t i o n >
</ o r gP d bQu e r y >
</ q u e r y R e f i n e m e n t >
< q u e r y R e f i n e m e n t >
< q u e r y R e f i n e m e n t L e v e l >1</ q u e r y R e f i n e m e n t L e v e l >
< c o n j u n c t i o n T y p e >and </ c o n j u n c t i o n T y p e >
<o r gP d bQu e r y >
< v e r s i o n >head </ v e r s i o n >
<q u e r yT y p e >o r g . p d b . q u e r y . s i m p l e . ChemCompIdQuery </ q u e r yT y p e >
< d e s c r i p t i o n >C h em i c a l ID ( s ) : ZN and P o l y m e r i c t y p e i s Any
</ d e s c r i p t i o n >
< q u e r y I d >38BA920B</ q u e r y I d >
< r e s u l t C o u n t >13260 </ r e s u l t C o u n t >
< r u n t i m e S t a r t >2017 – 12 – 25 T17 : 2 8 : 3 0 Z</ r u n t i m e S t a r t >
< r u n t i m e M i l l i s e c o n d s >166</ r u n t i m e M i l l i s e c o n d s >
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<chemCompId >ZN</ chemCompId >
<p o l y m e r i c T y p e >Any</ p o l y m e r i c T y p e >
</ o r gP d bQu e r y >
</ q u e r y R e f i n e m e n t >
< q u e r y R e f i n e m e n t >
< q u e r y R e f i n e m e n t L e v e l >2</ q u e r y R e f i n e m e n t L e v e l >
< c o n j u n c t i o n T y p e >and </ c o n j u n c t i o n T y p e >
<o r gP d bQu e r y >
< v e r s i o n >head </ v e r s i o n >
<q u e r yT y p e >o r g . p d b . q u e r y . s i m p l e . W i l d T y p e P r o t e i n Q u e r y </
q u e r yT y p e >
< d e s c r i p t i o n >P e r c e n t S e q u e n c e A l i g n m e n t S e a r c h : PDB can
c o n t a i n E x p r e s s i o n Tag s e q u e n c e = Yes , </ d e s c r i p t i o n >
< q u e r y I d >1FA46B4E </ q u e r y I d >
< r e s u l t C o u n t >153058 </ r e s u l t C o u n t >
< r u n t i m e S t a r t >2017 – 12 – 25 T17 : 2 8 : 3 1 Z</ r u n t i m e S t a r t >
< r u n t i m e M i l l i s e c o n d s >3613 </ r u n t i m e M i l l i s e c o n d s >
< i n c l u d e E x p r T a g >Y</ i n c l u d e E x p r T a g >
</ o r gP d bQu e r y >
</ q u e r y R e f i n e m e n t >
</ o r g P d b C om p o s i t e Q u e r y >
" " "
print " \ n – – – – – – – – – – – – – – – – – – – "
print " | R e q u e s t i n g q u e r y . | "
print " – – – – – – – – – – – – – – – – – – –\ n "




printer = " Found numbe r o f PDB e n t r i e s : %s " % result.count(
’ \ n ’ )
print " – " ∗ (len(printer)+2)
print " | " +str(printer)+ " | "
print " – " ∗ (len(printer)+2)
print " \ n "
else:
print " \ n – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – "
print " | F a i l e d t o r e t r i e v e r e s u l t s . | "
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print " – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – –\ n "
idlist = result.split()
for i in range(len(idlist)):
idlist[i] = idlist[i][:4]
for i in idlist:
fullurl = ’ h t t p s : / / f i l e s . r c s b . o r g / d ow n l o a d / ’
fullurl += ’%s . pdb ’ % i
printer= ’ D ow n l o a d i n g %s ’ % i
print " – " ∗ (len(printer)+2)
print " | " +str(printer)+ " | "
print " – " ∗ (len(printer)+2)
print " \ n "
urllib.urlretrieve(fullurl, ’%s . pdb ’ % i)
url = " h t t p : / / k i n em a g e . b i o c h em . d uk e . e du / php / d own l o d e – 3 . php ?
f i l e n a m e = / . . / d o w n l o a d s / s o f t w a r e / r e d u c e 3 1 / r e d u c e . 3 . 2 3 . 1 3 0 5 2 1 .
l i n u x i 3 8 6 . g z "
if reachable(url) == False:
printer = " S o r r y , b u t t h e r e i s no i n t e r n e t c o n n e c t i o n
a v a i l a b l e t o : %s " % url
print ’ \ n ’
print ’ – ’ ∗ (len(printer)+2)
print " | " +str(printer)+ " | "
print ’ – ’ ∗ (len(printer)+2)
os._exit(1)
print " \ n – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – "
print " | D ow n l o a d i n g r e d u c e . | "
print " – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – –\ n "
urllib.urlretrieve(url, ’ r e d u c e . g z ’ )
if whichcraft.which( ’ g u n z i p ’ ) is not None:
os.system( ’ g u n z i p r e d u c e . g z ’ )
os.system( ’ chmod +x r e d u c e ’ )
else:
os.system( ’ s u d o ap t – g e t i n s t a l l g u n z i p ’ )
os.system( ’ g u n z i p r e d u c e . g z ’ )
os.system( ’ chmod +x r e d u c e ’ )
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residues = ( ’ ALA ’ , ’ARG ’ , ’ ASN ’ , ’ ASP ’ , ’ CYS ’ , ’GLN ’ , ’GLU ’ , ’GLY ’ , ’
HIS ’ , ’ ILE ’ , ’ LEU ’ , ’ LYS ’ , ’MET ’ , ’ PHE ’ , ’PRO ’ , ’ SER ’ , ’THR ’ , ’ TRP ’ , ’
TYR ’ , ’ VAL ’ )
activate(True)
os.system( ’ m k d i r – p . / d a t a / pymo l / m a t r i c e s / ’ )
matrix = " " "
A R N D C Q E G H I L K M F P S T W Y V
B Z X ∗
A 4 –1 –2 –2 0 –1 –1 0 –2 –1 –1 –1 –1 –2 –1 1 0 –3 –2 0
–2 –1 0 –4
R –1 5 0 –2 –3 1 0 –2 0 –3 –2 2 –1 –3 –2 –1 –1 –3 –2 –3
–1 0 –1 –4
N –2 0 6 1 –3 0 0 0 1 –3 –3 0 –2 –3 –2 1 0 –4 –2 –3
3 0 –1 –4
D –2 –2 1 6 –3 0 2 –1 –1 –3 –4 –1 –3 –3 –1 0 –1 –4 –3 –3
4 1 –1 –4
C 0 –3 –3 –3 9 –3 –4 –3 –3 –1 –1 –3 –1 –2 –3 –1 –1 –2 –2 –1
–3 –3 –2 –4
Q –1 1 0 0 –3 5 2 –2 0 –3 –2 1 0 –3 –1 0 –1 –2 –1 –2
0 3 –1 –4
E –1 0 0 2 –4 2 5 –2 0 –3 –3 1 –2 –3 –1 0 –1 –3 –2 –2
1 4 –1 –4
G 0 –2 0 –1 –3 –2 –2 6 –2 –4 –4 –2 –3 –3 –2 0 –2 –2 –3 –3
–1 –2 –1 –4
H –2 0 1 –1 –3 0 0 –2 8 –3 –3 –1 –2 –1 –2 –1 –2 –2 2 –3
0 0 –1 –4
I –1 –3 –3 –3 –1 –3 –3 –4 –3 4 2 –3 1 0 –3 –2 –1 –3 –1 3
–3 –3 –1 –4
L –1 –2 –3 –4 –1 –2 –3 –4 –3 2 4 –2 2 0 –3 –2 –1 –2 –1 1
–4 –3 –1 –4
K –1 2 0 –1 –3 1 1 –2 –1 –3 –2 5 –1 –3 –1 0 –1 –3 –2 –2
0 1 –1 –4
M –1 –1 –2 –3 –1 0 –2 –3 –2 1 2 –1 5 0 –2 –1 –1 –1 –1 1
–3 –1 –1 –4
F –2 –3 –3 –3 –2 –3 –3 –3 –1 0 0 –3 0 6 –4 –2 –2 1 3 –1
–3 –3 –1 –4
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P –1 –2 –2 –1 –3 –1 –1 –2 –2 –3 –3 –1 –2 –4 7 –1 –1 –4 –3 –2
–2 –1 –2 –4
S 1 –1 1 0 –1 0 0 0 –1 –2 –2 0 –1 –2 –1 4 1 –3 –2 –2
0 0 0 –4
T 0 –1 0 –1 –1 –1 –1 –2 –2 –1 –1 –1 –1 –2 –1 1 5 –2 –2 0
–1 –1 0 –4
W –3 –3 –4 –4 –2 –2 –3 –2 –2 –3 –2 –3 –1 1 –4 –3 –2 11 2 –3
–4 –3 –2 –4
Y –2 –2 –2 –3 –2 –1 –2 –3 2 –1 –1 –2 –1 3 –3 –2 –2 2 7 –1
–3 –2 –1 –4
V 0 –3 –3 –3 –1 –2 –2 –3 –3 3 1 –2 1 –1 –2 –2 0 –3 –1 4
–3 –2 –1 –4
B –2 –1 3 4 –3 0 1 –1 0 –3 –4 0 –3 –3 –2 0 –1 –4 –3 –3
4 1 –1 –4
Z –1 0 0 1 –3 3 4 –2 0 –3 –3 1 –1 –3 –1 0 –1 –3 –2 –2
1 4 –1 –4
X 0 –1 –1 –1 –2 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –2 0 0 –2 –1 –1
–1 –1 –1 –4
∗ –4 –4 –4 –4 –4 –4 –4 –4 –4 –4 –4 –4 –4 –4 –4 –4 –4 –4 –4 –4
–4 –4 –4 1
" " "
with open( ’ . / d a t a / pymo l / m a t r i c e s /BLOSUM62 ’ , ’w ’ ) as blosum:
blosum.write(matrix)
blosum.close()
os.system( " mk d i r l i g a n d s c o r r e c t e d o l d mf w a t e r " )
for pdb in idlist:
printer = " C l e a n i n g %s . " % pdb
print " \ n "
print " – " ∗ (len(printer)+2)
print " | " +str(printer)+ " | "
print " – " ∗ (len(printer)+2)
clasf_clean(pdb,residues)
os.system( " rm – r f . / d a t a " )
os.system( " mv ∗_c . pdb . / c o r r e c t e d " )
os.system( " mv l i g _ ∗ l i g a n d s " )
os.system( " mv ∗mf . pdb mf " )
os.system( " mv ∗ . pdb o l d " )
os.system( " mv wa t e r_ ∗ w a t e r / " )
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print " \ n – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – "
print " | M i s s i n g a t om s w e r e a d d e d . | "
print " – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – –\ n "
print " \ n – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – "
print " | G r e a t , c l e a n i n g p r o t o c o l i s ok . : D | "





Algorítimo do programa de
ancoragem molecular
GremmlenzDOCK
#! / u s r / b i n / p y t h o n
try:
import Tkinter






print( " E r r o r 4 0 4 " , " S o r r y , b u t t h e r e i s no T k i n t e r and e v e n
t k i n t e r modu l e i n s t a l l e d . I f y ou a r e u s i n g p y t h o n 2 . 7+
v e r s i o n you mus t t o i n s t a l l T k i n t e r modu l e , b u t i f y ou






tkMessageBox.showerror( " E r r o r 4 0 4 " , " S o r r y , b u t no ImageTk





tkMessageBox.showerror( " E r r o r 4 0 4 " , " S o r r y , b u t s y s modu l e was





tkMessageBox.showerror( " E r r o r 4 0 4 " , " S o r r y , b u t t i m e modu l e





tkMessageBox.showerror( " E r r o r 4 0 4 " , " S o r r y , b u t o s modu l e was





tkMessageBox.showerror( " E r r o r 4 0 4 " , " S o r r y , b u t s h u t i l m o du l e





tkMessageBox.showerror( " E r r o r 4 0 4 " , " S o r r y , b u t






tkMessageBox.showerror( " E r r o r 4 0 4 " , " S o r r y , b u t r andom modu l e





tkMessageBox.showerror( " E r r o r 4 0 4 " , " S o r r y , b u t g e t o p t modu l e





tkMessageBox.showerror( " E r r o r 4 0 4 " , " S o r r y , b u t s t r i n g modu l e





tkMessageBox.showerror( " E r r o r 4 0 4 " , " S o r r y , b u t o s . p a t h modu l e





tkMessageBox.showerror( " E r r o r 4 0 4 " , " S o r r y , b u t Ima g e modu l e





tkMessageBox.showerror( " E r r o r 4 0 4 " , " S o r r y , b u t t k F o n t modu l e






tkMessageBox.showerror( " E r r o r 4 0 4 " , " S o r r y , b u t s u b p r o c e s s
modu l e was n o t f o u n d . " )
from tkFileDialog import askopenfilename , asksaveasfilename
from os.path import expanduser









myfont = tkFont.Font(family= " A r i a l " ,size=14,weight=tkFont.
BOLD)
def new(∗event):
if tkMessageBox.askyesno( " Open new s e s s i o n " , " Do you
r e a l l y wan t t o o p e n a new s e s s i o n ? A l l y o u r s e t t i n g s
i n t h e c u r r e n t s e s s i o n w i l l b e l o s t . " ):
python = sys.executable




with open(filename) as f:
for line in f:
(key, val) = line.split()
p[str(key)] = val
self.uentryVariable.set(p[ ’ u t i l i t i e s ’ ])
self.pentryVariable.set(p[ ’ p y s h e l l ’ ])
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self.recentryVariable.set(p[ ’ r e c e p t o r _ f o l d e r ’ ])
self.ligandentryVariable.set(p[ ’ l i g a n d _ f o l d e r ’ ])
cpuset.set(p[ ’ n c p u s ’ ])
self.givenxdVariable.set(p[ ’ x ’ ])
self.givenydVariable.set(p[ ’ y ’ ])
self.givenzdVariable.set(p[ ’ z ’ ])
self.givencxdVariable.set(p[ ’ x c ’ ])
self.givencydVariable.set(p[ ’ y c ’ ])
self.givenczdVariable.set(p[ ’ z c ’ ])
self.spacingVariable.set(p[ ’ s p a c i n g ’ ])
self.torsdofVariable.set(p[ ’ t o r s d o f ’ ])
self.rmstolVariable.set(p[ ’ r m s t o l ’ ])
self.extnrgVariable.set(p[ ’ e x t n r g ’ ])
self.ga_pop_sizeVariable.set(p[ ’ g a _ p o p_ s i z e ’ ])
self.ga_num_evalsVariable.set(p[ ’ g a_num_eva l s ’ ])
self.ga_num_generationsVariable.set(p[ ’ g a _ n um_ g e n e r a t i o n s
’ ])
self.ga_elitismVariable.set(p[ ’ g a _ e l i t i s m ’ ])
self.ga_mutation_rateVariable.set(p[ ’ g a _m u t a t i o n _ r a t e ’ ])
self.ga_crossover_rateVariable.set(p[ ’ g a _ c r o s s o v e r _ r a t e ’
])
self.ga_window_sizeVariable.set(p[ ’ g a _w i n d ow_ s i z e ’ ])
self.ga_cauchy_alphaVariable.set(p[ ’ g a _ c a u c h y_ a l p h a ’ ])
self.ga_cauchy_betaVariable.set(p[ ’ g a_ c a u c h y_b e t a ’ ])
self.sw_max_itsVariable.set(p[ ’ sw_max_ i t s ’ ])
self.sw_max_succVariable.set(p[ ’ sw_max_succ ’ ])
self.sw_max_failVariable.set(p[ ’ s w_ma x_ f a i l ’ ])
self.sw_rhoVariable.set(p[ ’ sw_rho ’ ])
self.sw_lb_rhoVariable.set(p[ ’ sw_ l b_ rh o ’ ])
self.ls_search_freqVariable.set(p[ ’ l s _ s e a r c h _ f r e q ’ ])
self.ga_runVariable.set(p[ ’ g a_ run ’ ])
value = advancedoptions.get()
if value == "NO" :
advancedoptions.set( " YES " )
return True
def save(∗event):
f = asksaveasfilename (∗∗ self.file_opt)
if f is None:
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return True
keys = ( ’ u t i l i t i e s ’ , ’ p y s h e l l ’ , ’ r e c e p t o r _ f o l d e r ’ , ’
l i g a n d _ f o l d e r ’ , ’ n c p u s ’ , ’ x ’ , ’ y ’ , ’ z ’ , ’ x c ’ , ’ y c ’ , ’ z c ’ , ’
s p a c i n g ’ , ’ t o r s d o f ’ , ’ r m s t o l ’ , ’ e x t n r g ’ , ’ g a _ p o p_ s i z e ’ , ’
g a_num_eva l s ’ , ’ g a _ n um_ g e n e r a t i o n s ’ , ’ g a _ e l i t i s m ’ , ’
g a _m u t a t i o n _ r a t e ’ , ’ g a _ c r o s s o v e r _ r a t e ’ , ’ g a_w i n d ow_ s i z e ’
, ’ g a _ c a u c h y_ a l p h a ’ , ’ g a_ c a u c h y_b e t a ’ , ’ sw_max_ i t s ’ , ’
sw_max_succ ’ , ’ s w_ma x_ f a i l ’ , ’ sw_rho ’ , ’ sw_ l b_ rh o ’ , ’






















with open(f, " a " ) as input_file:
index = 0
for index in range(len(keys)):









aboutwindow.wm_title( " Abou t u s ! " )
aboutwindow.resizable(width=False,height=False)
aboutwindow.grab_set()
render = ImageTk.PhotoImage(file= " i m a g e s / l o g o 2 . png " )
logoimage_label = Tkinter.Label(aboutwindow ,image=render)
logoimage_label.grid(sticky= ’EW ’ ,row=0,column=0,
columnspan=3)
labelabout = Tkinter.Label(aboutwindow ,text= "GREMMLENZ i s
an a c r o n ym f o r t h e P o r t u g u e s e name ’ Grupo de E s t u d o s
d e M i m e t i c o s e M e t a l o e n z i m a s ’ t h a t i s f u n i e r t h a n i t s
E n g l i s h f o rm ’ S t u d y Group o f M i m e t i c s and
M e t a l l o e n z y m e s ’ , SGMMLENZ . \ n We a r e l o c a t e d a t
U n i v e r s i t y o f Camp ina s , S a o Pau l o , B r a z i l . \ n Our t e am
work a l s o c o m p r i s e s t h e C om p u t a t i o n a l B i o l o g y R e s e a r c h
Group (CBRG – EMBRAPA) . \ n They a r e t h e B l u e S t a r
STING g r o u p . \ n Our ma in g o a l w i t h GREMMLENZDock i s t o
p r o v i d e an e a s y and f r i e n d l y way t o u s e AutoDockZN
s o l u t i o n . \ n GREMMLENZDock i s a s t a n d a l o n e
d i s t r i b u t i o n t h a t u s e s A u t oD o c kT o o l s and c a n be u s e d
l o c a l l y a t any c ompu t e r , l a p t o p o r d e v i c e r u n n i n g a
L i n u x d i s t r o w i t h p y t h o n 2 . 7 v e r s i o n . " ,font= ’ 1 2 ’ ,
wraplength=725, justify=CENTER)
labelabout.grid(sticky= ’EW ’ , row=1, pady=5,column=1)
leavebutton = Tkinter.Button(aboutwindow , text= ’ Ok ’ ,
command=aboutwindow.destroy)
leavebutton.grid(sticky= ’ S ’ , pady=5, padx=5, ipady=5,
ipadx=5, row=2,column=1)







if sys.platform == ’ l i n u x 2 ’ :
subprocess.call([ " xdg – o p e n " , " " +gdockpath+ " / d o c /
d e p e n d e n c i e s . p d f " ])
else:
os.startfile( " " +gdockpath+ " / d o c / d e p e n d e n c i e s . p d f " )
return True
def pset2(∗event):
if sys.platform == ’ l i n u x 2 ’ :
subprocess.call([ " xdg – o p e n " , " " +gdockpath+ " / d o c /
p e r s o n a l _ s e t t i n g s . p d f " ])
else:
os.startfile( " " +gdockpath+ " / d o c / d e p e n d e n c i e s . p d f " )
return True
def adv3(∗event):
if sys.platform == ’ l i n u x 2 ’ :
subprocess.call([ " xdg – o p e n " , " " +gdockpath+ " / d o c /
a d v a n c e d _ o p t i o n s . p d f " ])
else:
os.startfile( " " +gdockpath+ " / d o c / d e p e n d e n c i e s . p d f " )
return True
self.file_opt = options = {}
options[ ’ f i l e t y p e s ’ ] = [( ’ a l l f i l e s ’ , ’ . ∗ ’ ), ( ’ t e x t
f i l e s ’ , ’ . t x t ’ )]
options[ ’ i n i t i a l f i l e ’ ] = ’ m y_ g r emm l e n z _ s e t t i n g s . t x t ’




fileMenu.add_command(label= " New " ,underline=0,command=
new,accelerator= " C t r l +N " )
fileMenu.add_command(label= " Load " ,underline=0,command=load,
accelerator= " C t r l +L " )
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fileMenu.add_command(label= " S a v e " ,underline=0,command=save,
accelerator= " C t r l +S " )
fileMenu.add_command(label= " Q u i t " ,underline=0,command=quit,
accelerator= " C t r l +Q" )
self.menubar.add_cascade(label= " F i l e " ,underline=0,
menu=fileMenu)
self.bind_all( ’<C o n t r o l – q> ’ , quit)
self.bind_all( ’<C o n t r o l – s > ’ , save)
self.bind_all( ’<C o n t r o l – l > ’ , load)
self.bind_all( ’<C o n t r o l – n> ’ , new)
helpMenu = Tkinter.Menu(self.menubar,tearoff=False)
helpMenu.add_command(label= " Abou t " ,underline=0,command=
about,accelerator= " C t r l +A " )
helpMenu.add_command(label= " 1 . D e p e n d e n c i e s " ,underline=0,
command=dep1,accelerator= " F1 " )
helpMenu.add_command(label= " 2 . P e r s o n a l s e t t i n g s " ,underline
=0,command=pset2,accelerator= " F2 " )
helpMenu.add_command(label= " 3 . Adv an c e d c o n t r o l s " ,underline
=0,command=adv3,accelerator= " F3 " )
self.menubar.add_cascade(label= " H e l p " ,underline=0,menu=
helpMenu)
self.bind_all( ’<C o n t r o l – a> ’ , about)
self.bind_all( ’<F1> ’ , dep1)
self.bind_all( ’<F2> ’ , pset2)




for files in dirs:
if files.endswith( " . pdb " ):








for files in dirs:
if files.endswith( " . g p f " ):
lines.append(files.replace( " . g p f " , "
" ))
lines.sort()





for files in dirs:
if files.endswith( " . d p f " ):
lines.append(files.replace( " . d p f " , "
" ))
lines.sort()







os.mkdir(receptor_folder+ ’ / OldPDB ’ )
if __name__ == ’ __main__ ’ :
jobs = []
for i in range(int(ncpus)):













if __name__ == ’ __main__ ’ :
jobs = []
for i in range(int(ncpus)):













if __name__ == ’ __main__ ’ :
jobs = []
for i in range(int(ncpus)):




for job in jobs:
job.join()
return True
def grid_par(sublines ,linesl,x,y,z,xc,yc,zc,ligand_folder ,
receptor_folder ,pyshell,utilities ,spacing,ncpus):
if __name__ == ’ __main__ ’ :
jobs = []
for i in range(int(ncpus)):
















if __name__ == ’ __main__ ’ :
jobs = []
for i in range(int(ncpus)):




for job in jobs:
job.join()
return True
def dock_par(receptor_folder ,ligand_folder ,ncpus,pyshell,
utilities , torsdof, rmstol, extnrg, ga_pop_size ,
ga_num_evals , ga_num_generations , ga_elitism ,
ga_mutation_rate , ga_crossover_rate , ga_window_size ,
ga_cauchy_alpha , ga_cauchy_beta , sw_max_its , sw_max_succ








if __name__ == ’ __main__ ’ :
jobs = []
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for i in range(int(ncpus)):
p = multiprocessing.Process(target=dpf, args=(
sublines[i],linesl,pyshell,utilities ,ligand_folder
,receptor_folder ,torsdof, rmstol, extnrg,
ga_pop_size , ga_num_evals , ga_num_generations ,
ga_elitism , ga_mutation_rate , ga_crossover_rate ,
ga_window_size , ga_cauchy_alpha , ga_cauchy_beta ,
sw_max_its , sw_max_succ , sw_max_fail , sw_rho,
sw_lb_rho , ls_search_freq , ga_run ,))
jobs.append(p)
p.start()
for job in jobs:
job.join()
return True










for f in files:
if f.endswith( ’ p d b q t ’ ):
shutil.move(ligand_folder+f,receptor_folder+f)
if __name__ == ’ __main__ ’ :
jobs = []
for i in range(int(ncpus)):
p = multiprocessing.Process(target=dock, args=(
sublines[i],utilities ,receptor_folder ,pyshell ,))
jobs.append(p)
p.start()
for job in jobs:
job.join()
os.mkdir( ’ Log ’ )
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os.mkdir( ’ Map ’ )
os.mkdir( ’PDBQT ’ )
os.mkdir( ’ PDB ’ )
os.mkdir( ’ DPF ’ )
os.mkdir( ’GPF ’ )
os.mkdir( ’ G l g ’ )
files = os.listdir(receptor_folder)
for f in files:
if f.endswith( ’ . g l g ’ ):
shutil.move(receptor_folder+f,receptor_folder+ ’ / G l g / ’
+f)
if f.endswith( ’ l o g ’ ):
shutil.move(receptor_folder+f,receptor_folder+ ’ / Log / ’
+f)
if f.endswith( ’ map ’ ) or f.endswith( ’ x y z ’ ) or f.endswith
( ’ f l d ’ ):
shutil.move(receptor_folder+f,receptor_folder+ ’ /Map/ ’
+f)
if f.endswith( ’ p d b q t ’ ):
shutil.move(receptor_folder+f,receptor_folder+ ’ /PDBQT
/ ’ +f)
if f.endswith( ’ pdb ’ ):
shutil.move(receptor_folder+f,receptor_folder+ ’ /PDB/ ’
+f)
if f.endswith( ’ d p f ’ ):
shutil.move(receptor_folder+f,receptor_folder+ ’ /DPF/ ’
+f)
if f.endswith( ’ g p f ’ ):
shutil.move(receptor_folder+f,receptor_folder+ ’ /GPF/ ’
+f)
os.remove( ’ AD4Zn . d a t ’ )
return True
def receptor(lst,pyshell,utilities ,receptor_folder):
for index in range(len(lst)):
os.system(utilities+ ’ r e d u c e . 3 . 2 3 . 1 3 0 5 2 1 –NOFLIP ’ +
receptor_folder+ ’ ’ +lst[index]+ ’ . pdb > ’ +
receptor_folder+ ’ ’ +lst[index]+ ’_H . pdb ’ )
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shutil.move(receptor_folder+ ’ ’ +lst[index]+ ’ . pdb ’ ,
receptor_folder+ ’ OldPDB / ’ +lst[index]+ ’ . pdb ’ )
os.system(pyshell+ ’ p y t h o n s h ’ +utilities+ ’
p r e p a r e _ r e c e p t o r 4 . py – r ’ +receptor_folder+ ’ ’ +lst[
index]+ ’_H . pdb –U l p s _ n p h s _ n o n s t d r e s _ d e l e t e A l t B – o ’
+receptor_folder+ ’ ’ +lst[index]+ ’_H . p d b q t ’ )
return
def lig(lst,pyshell,ligand_folder ,utilities):
for index in range(len(lst)):
os.system(pyshell+ ’ p y t h o n s h ’ +utilities+ ’
p r e p a r e _ l i g a n d 4 . py – l ’ +ligand_folder+ ’ ’ +lst[index]+
’ . pdb – o ’ +ligand_folder+ ’ ’ +lst[index]+ ’ . p d b q t ’ )
return
def zinc(lst,pyshell,utilities):
for index in range(len(lst)):
os.system(pyshell+ ’ p y t h o n s h ’ +utilities+ ’ z i n c _ p s e u d o . py






for indexr in range(len(lst1)):
indexl=0
for indexl in range(len(lst2)):
#p r i n t " C r e a t i n g g p f f i l e f o r "+ l s t 1 [ i n d e x r ] + "_"+ l s t 2
[ i n d e x l ] + " . "
files = os.listdir(ligand_folder)
for f in files:
if f.endswith( ’ p d b q t ’ ):
shutil.move(ligand_folder+f,receptor_folder+f)
#o s . s y s t e m ( ’ c p ’+ l i g a n d _ f o l d e r + ’ ’+ l s t 2 [ i n d e x l ] + ’ .
p d b q t ’+ r e c e p t o r _ f o l d e r + ’ ’ )
os.system(pyshell+ ’ p y t h o n s h ’ +utilities+ ’
p r e p a r e _ g p f 4 z n . py – l ’ +receptor_folder+ ’ ’ +lst2[
indexl]+ ’ . p d b q t – r ’ +receptor_folder+ ’ ’ +lst1[
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indexr]+ ’ _ t z . p d b q t – o ’ +receptor_folder+ ’ ’ +lst1[
indexr]+ ’_ ’ +lst2[indexl]+ ’ . g p f – p n p t s=%s ,% s ,% s – p
g r i d c e n t e r =%s ,% s ,% s – p p a r a m e t e r _ f i l e = . / AD4Zn . d a t
– p s p a c i n g=%s ’ % (x,y,z,xc,yc,zc,spacing))
return
def autogrid(lst,utilities ,receptor_folder):
for indexr in range(len(lst)):
os.system(utilities+ ’ / a u t o g r i d 4 . 2 . 5 . x . 2 0 1 3 1 1 2 5 – p ’ +lst
[indexr]+ ’ . g p f – l ’ +receptor_folder+ ’ / ’ +lst[indexr]+
’ . g l g ’ )
return
def dpf(lst1,lst2,pyshell,utilities ,ligand_folder ,
receptor_folder ,torsdof, rmstol, extnrg, ga_pop_size ,
ga_num_evals , ga_num_generations , ga_elitism ,
ga_mutation_rate , ga_crossover_rate , ga_window_size ,
ga_cauchy_alpha , ga_cauchy_beta , sw_max_its , sw_max_succ
, sw_max_fail , sw_rho, sw_lb_rho , ls_search_freq , ga_run
,):
indexr=0
for indexr in range(len(lst1)):
indexl=0
for indexl in range(len(lst2)):
os.system(pyshell+ " p y t h o n s h " +utilities+ "
p r e p a r e _ d p f 4 2 . py – l " +receptor_folder+ " / " +lst2[
indexl]+ " . p d b q t – r " +receptor_folder+ " / " +lst1[
indexr]+ " _ t z . p d b q t – o " +receptor_folder+ " / " +lst1[
indexr]+ "_ " +lst2[indexl]+ " . d p f – p t o r s d o f =" +
torsdof+ " – p r m s t o l = " +rmstol+ " – p e x t n r g=" +extnrg+
" – p g a_ p o p_ s i z e=" +ga_pop_size+ " – p g a_num_eva l s=" +
ga_num_evals+ " – p g a_ n um_ g e n e r a t i o n s=" +
ga_num_generations+ " – p g a _ e l i t i s m=" +ga_elitism+ "
– p g a _m u t a t i o n _ r a t e=" +ga_mutation_rate+ " – p
g a _ c r o s s o v e r _ r a t e =" +ga_crossover_rate+ " – p
g a_w i n d ow_ s i z e=" +ga_window_size+ " – p
g a_ c a u c h y_ a l p h a=" +ga_cauchy_alpha+ " – p
g a_ c a u c h y_b e t a=" +ga_cauchy_beta+ " – p sw_max_ i t s=" +
sw_max_its+ " – p sw_max_succ=" +sw_max_succ+ " – p
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s w_ma x_ f a i l= " +sw_max_fail+ " – p sw_rho=" +sw_rho+ " –
p sw_ l b_ rh o=" +sw_lb_rho+ " – p l s _ s e a r c h _ f r e q =" +
ls_search_freq+ " – p g a_run=" +ga_run+ " " )
return
def dock(lst,utilities ,receptor_folder ,pyshell):
for i in range(len(lst)):
os.system(utilities+ ’ a u t o d o c k 4 – p ’ +lst[i]+ ’ . d p f – l ’ +
lst[i]+ ’ . l o g ’ )
os.system(pyshell+ ’ p y t h o n s h ’ +utilities+ ’
s u mm a r i z e _ d o c k i n g . py – a – l ’ +receptor_folder+ ’ / ’ +lst





splitsize = 1.0/ncpus ∗len(line)





self.logoframe.grid(sticky= ’EW ’ ,row=0,column=0,columnspan
=6)
logoimage = ImageTk.PhotoImage(file= " i m a g e s / l o g o . png " )
logoimage_label = Tkinter.Label(image=logoimage)
logoimage_label.grid(sticky= ’EW ’ ,row=0,column=0,columnspan
=6)
logoimage_label.image =logoimage
self.depframe = Tkinter.LabelFrame(self,text= " 1 .
D e p e n d e n c i e s " ,font= ’ 1 8 ’ )
self.depframe.grid(sticky= ’EW ’ ,row=1,column=0,columnspan=6)
self.utilities = Tkinter.Label(self.depframe ,text= "
U t i l i t i e s : " ,font= ’ 1 4 ’ )





self.uentry.grid(sticky= ’EW ’ ,row=2,column=1,columnspan=3,
pady=5)
self.uentryVariable.set(u " " +gdockpath+ " /MGL/ MGLToo l sP ckg s /
A u t oD o c kT o o l s / U t i l i t i e s 2 4 / " )
self.uentry.focus()
self.pyshell = Tkinter.Label(self.depframe,text= " P y s h e l l : " ,
font= ’ 1 4 ’ )




self.pentry.grid(sticky= ’EW ’ ,row=3,column=1,columnspan=3,
pady=5)





tkMessageBox.showwarning( "GREMMLENZ w a r n i n g ! " , " S o r r y ,
b u t I c o u l d n ’ t f i n d " +utilities+ " p a t h . Ar e you s u r e
you p r o v i d e d a v a l i d p a t h ? " )
return False
os.chdir(utilities)
if os.path.exists( ’ . / p r e p a r e _ g p f 4 z n . py ’ )==True: pass
else:
tkMessageBox.showwarning( "GREMMLENZ w a r n i n g ! " , " S o r r y ,
p r e p a r e _ g p f 4 z n . py i s n ’ t i n U t i l i t i e s f o l d e r . " )
return False
if os.path.exists( ’ . / p r e p a r e _ d p f 4 2 . py ’ )==True: pass
else:
tkMessageBox.showwarning( "GREMMLENZ w a r n i n g ! " , " S o r r y ,
p r e p a r e _ d p f 4 2 . py i s n ’ t i n U t i l i t i e s f o l d e r . " )
return False
if os.path.exists( ’ . / p r e p a r e _ r e c e p t o r 4 . py ’ )==True: pass
else:
tkMessageBox.showwarning( "GREMMLENZ w a r n i n g ! " , " S o r r y ,
p r e p a r e _ r e c e p t o r 4 . py i s n ’ t i n U t i l i t i e s f o l d e r . " )
return False
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if os.path.exists( ’ . / p r e p a r e _ l i g a n d 4 . py ’ )==True: pass
else:
tkMessageBox.showwarning( "GREMMLENZ w a r n i n g ! " , " S o r r y ,
p r e p a r e _ l i g a n d 4 . py i s n ’ t i n U t i l i t i e s f o l d e r . " )
return False
if os.path.exists( ’ . / z i n c _ p s e u d o . py ’ )==True: pass
else:
tkMessageBox.showwarning( "GREMMLENZ w a r n i n g ! " , " S o r r y ,
z i n c _ p s e u d o . py i s n ’ t i n U t i l i t i e s f o l d e r . " )
return False
if os.path.exists( ’ . / a u t o d o c k 4 ’ )==True: pass
else:
tkMessageBox.showwarning( "GREMMLENZ w a r n i n g ! " , " S o r r y ,
a u t o d o c k 4 i s n ’ t i n U t i l i t i e s f o l d e r . " )
return False
if os.path.exists( ’ . / r e d u c e . 3 . 2 3 . 1 3 0 5 2 1 ’ )==True: pass
else:
tkMessageBox.showwarning( "GREMMLENZ w a r n i n g ! " , " S o r r y ,
b u t r e d u c e v e r s i o n 3 . 2 3 . 1 3 0 5 2 1 was n o t f o u n d . " )
if os.path.exists( ’ . / a u t o g r i d 4 . 2 . 5 . x . 2 0 1 3 1 1 2 5 ’ )==True:
pass
else:
tkMessageBox.showwarning( "GREMMLENZ w a r n i n g ! " , " S o r r y ,
a u t o g r i d 4 i s n ’ t i n U t i l i t i e s f o l d e r . " )
return False
if os.path.exists( ’ . / AD4Zn . d a t ’ )==True: pass
else:
tkMessageBox.showwarning( "GREMMLENZ w a r n i n g ! " , " S o r r y ,








tkMessageBox.showwarning( "GREMMLENZ w a r n i n g ! " , " S o r r y ,
b u t p y s h e l l p a t h d o e s n o t e x i s t . P l e a s e , p r o v i d e an
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e x i s t i n g p y s h e l l p a t h . " )
return False
os.chdir(pyshell)
if os.path.exists( ’ . / p y t h o n s h ’ )==True: pass
else:
tkMessageBox.showwarning( "GREMMLENZ w a r n i n g ! " , " S o r r y ,









if uvalue == True:
tkMessageBox.showinfo( "GREMMLENZ I n f o " , " Yay ! GREMMLENZ




tkMessageBox.showwarning( "GREMMLENZ w a r n i n g " , " Auch !
T h e r e i s no w a t e r f o r mee e ! ! ! " )
self.ulabeln.config(state=NORMAL)
self.ulabely.config(state=DISABLED)
if pvalue == True:
tkMessageBox.showinfo( "GREMMLENZ I n f o " , " Hu r r y ! P y t h on




if uvalue == True:
tkMessageBox.showwarning( "GREMMLENZ w a r n i n g " , " T h e r e
i s w a t e r b u t I c a n ’ t g e t i t , I c a n ’ t g o any
f u r t h e r ! ! ! " )
else:
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tkMessageBox.showwarning( "GREMMLENZ w a r n i n g " , " D e a r





self.checkbutton = Tkinter.Button(self.depframe,text= " Ch e c k
" , command=check_utpy)
self.checkbutton.grid(sticky= ’EW ’ ,row=2,rowspan=2,column=4,
pady=5)
self.checkbutton.bind( ’<Re t u r n > ’ , lambda e: check_utpy())
self.ulabeln = Tkinter.Label(self.depframe,text= " M i s s i n g " ,
fg= ’ r e d ’ ,font=myfont, state=DISABLED)
self.ulabeln.grid(sticky= ’W ’ ,row=2,column=5,pady=5)
self.ulabely = Tkinter.Label(self.depframe,text= " C omp l e t e d "
,fg= ’ g r e e n ’ ,font=myfont, state=DISABLED)
self.ulabely.grid(sticky= ’ E ’ ,row=2,column=5,pady=5)
self.plabeln = Tkinter.Label(self.depframe,text= " M i s s i n g " ,
fg= ’ r e d ’ ,font=myfont, state=DISABLED)
self.plabeln.grid(sticky= ’W ’ ,row=3,column=5,pady=5)
self.plabely = Tkinter.Label(self.depframe,text= " C omp l e t e d "
,fg= ’ g r e e n ’ ,font=myfont, state=DISABLED)






self.perframe = Tkinter.LabelFrame(self,text= " 2 . P e r s o n a l
s e t t i n g s " ,font= ’ 1 8 ’ )
self.perframe.grid(sticky= ’EW ’ , row=4, column=0, columnspan
=6, pady=5)
self.receptor = Tkinter.Label(self.perframe, text= " R e c e p t o r
f o l d e r : " , font= ’ 1 4 ’ )





self.recentry.grid(sticky= ’EW ’ ,row=4,column=1,columnspan=3,
pady=5)
self.recentryVariable.set(u " / p a t h / t o / r e c e p t o r / f o l d e r / " )
self.ligand = Tkinter.Label(self.perframe, text= " L i g a n d
f o l d e r : " , font= ’ 1 4 ’ )




self.ligandentry.grid(sticky= ’EW ’ ,row=5,column=1,columnspan
=3,pady=5)




for filename in dirs:
if filename.endswith( " . pdb " ) or filename.endswith( " .
d a t " ): pass
else:
tkMessageBox.showerror( "GREMMLENZ e r r o r ! " , " No PDB
f i l e s f o u n d . I t ’ s o u t r a g e o u s t h a t I o n l y know
how t o wo rk w i t h . PDB f i l e s , b u t h e y . . . t h a t ’ s
t h e way i t i s . P l e a s e , c o n s i d e r t o d o u b l e c h e c k
i f " +receptor_folder+ " h a s o n l y PDB f i l e s i n i t .
" )
return False
if os.path.exists(utilities+ ’ AD4Zn . d a t ’ ):
print " E x i s t e "
shutil.copyfile(utilities+ ’ AD4Zn . d a t ’ ,receptor_folder
+ ’ AD4Zn . d a t ’ )
else:
print " A l g o d eu e r r a d o "
return False
else:
tkMessageBox.showwarning( "GREMMLENZ w a r n i n g ! " , " T h e r e i s
no " +receptor_folder+ " l o c a t i o n . P l e a s e , y ou s h a l l







value = receptor_inspec(receptor_folder ,utilities)







self.recbutton = Tkinter.Button(self.perframe, text= ’ V e r i f y
r e c e p t o r s ’ ,command=check_receptor)
self.recbutton.grid(sticky= ’EW ’ ,row=4,column=4,pady=5)
self.recbutton.bind( "<Re t u r n >" , lambda e: check_receptor())
self.reclabeln = Tkinter.Label(self.perframe ,text= " Wrong " ,
fg= ’ r e d ’ ,font=myfont,state=DISABLED)
self.reclabeln.grid(sticky= ’W ’ ,row=4,column=5,pady=5)
self.reclabely = Tkinter.Label(self.perframe,text= " C o r r e c t "
,fg= ’ g r e e n ’ ,font=myfont,state=DISABLED)




for filename in dirs:
if filename.endswith( " . pdb " ) or filename.endswith( " .
d a t " ): pass
else:
tkMessageBox.showerror( "GREMMLENZ e r r o r ! " , " No PDB
f i l e s f o u n d . Once a g a i n , I know i t ’ s a s hame
t h a t I don ’ t known how t o wo rk w i t h any o t h e r
e x t e n s i o n f i l e , b u t h e y . . . I ’m a l i t t l e k i d , i n
t h e f u t u r e I w i l l d e a l w i t h w h a t e v e r you wan t
w h e n e v e r you wan t t h e way you wan t . Don ’ t l o s e
h o p e on me , j u s t d o u b l e c h e c k i f " +ligand_folder




tkMessageBox.showwarning( "GREMMLENZ w a r n i n g ! " , " T h e r e i s
no " +ligand_folder+ " l o c a t i o n . P l e a s e , y ou s h a l l













self.ligbutton = Tkinter.Button(self.perframe,text= ’ V e r i f y
b u l l e t s ’ ,command=check_bullets)
self.ligbutton.grid(sticky= ’EW ’ ,row=5,column=4,pady=5)
self.ligbutton.bind( "<Re t u r n >" , lambda e: check_bullets())
self.liglabeln = Tkinter.Label(self.perframe,text= " Wrong " ,
fg= ’ r e d ’ ,font=myfont,state=DISABLED)
self.liglabeln.grid(sticky= ’W ’ ,row=5,column=5,pady=5)
self.liglabely = Tkinter.Label(self.perframe,text= ’ C o r r e c t ’
,fg= ’ g r e e n ’ ,font=myfont,state=DISABLED)
self.liglabely.grid(sticky= ’ E ’ ,row=5,column=5,pady=5)
self.availablecpu = Tkinter.Label(self.perframe,text= "
A v a i l a b l e CPU ’ s : " , font= ’ 1 4 ’ )
self.availablecpu.grid(sticky= ’W ’ ,row=7,column=0,pady=5)
cpurange = range(multiprocessing.cpu_count())




availablecpuset = Tkinter.OptionMenu(self.perframe, cpuset
,∗cpurange)
availablecpuset.grid(sticky= ’W ’ ,row=7,column=1,pady=5)
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self.nxd = Tkinter.Label(self.perframe,text= " Number o f
p o i n t s i n x – d i m e n s i o n : " , font= ’ 1 4 ’ )





self.givenxd.grid(sticky= ’W ’ ,row=8,column=2,pady=5)
self.givenxdVariable.set(u " 6 0 . 0 " )
self.nyd = Tkinter.Label(self.perframe,text= " Number o f
p o i n t s i n y – d i m e n s i o n : " , font= ’ 1 4 ’ )





self.givenyd.grid(sticky= ’W ’ ,row=9,column=2,pady=5)
self.givenydVariable.set(u " 6 0 . 0 " )
self.nzd = Tkinter.Label(self.perframe,text= " Number o f
p o i n t s i n z – d i m e n s i o n : " , font= ’ 1 4 ’ )





self.givenzd.grid(sticky= ’W ’ ,row=10,column=2,pady=5)
self.givenzdVariable.set(u " 6 0 . 0 " )
self.cxd = Tkinter.Label(self.perframe,text= " P o s i t i o n i n x –
c e n t r e : " , font= ’ 1 4 ’ )





self.givencxd.grid(sticky= ’W ’ ,row=8,column=5,pady=5)
self.givencxdVariable.set(u " 0 . 0 " )
self.cyd = Tkinter.Label(self.perframe,text= " P o s i t i o n i n y –
c e n t r e : " , font= ’ 1 4 ’ )
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self.givencyd.grid(sticky= ’W ’ ,row=9,column=5,pady=5)
self.givencydVariable.set(u " 0 . 0 " )
self.czd = Tkinter.Label(self.perframe,text= " P o s i t i o n i n z –
c e n t r e : " , font= ’ 1 4 ’ )





self.givenczd.grid(sticky= ’W ’ ,row=10,column=5,pady=5)






self.spcframe = Tkinter.LabelFrame(self,text= " 3 . Adv an c e d
c o n t r o l s " ,font= ’ 1 8 ’ )
self.spcframe.grid(sticky= ’EW ’ , row=11, column=0,
columnspan=6, pady=5)
def optupdate(value):
if value == " YES " :
tkMessageBox.showwarning( " Adv an c e d s e t t i n g s " , " P l e a s e ,
c h a n g e o n l y t h e v a l u e s you want and k e e p t h e r e s t a s












































self.advancedopt = Tkinter.Label(self.spcframe, text= "
Adv an c e d o p t i o n s ? " , font= ’ 1 4 ’ )
self.advancedopt.grid(row=12, column=0, sticky= ’W ’ ,pady=5)




advopt = Tkinter.OptionMenu(self.spcframe, advancedoptions ,
∗answer, command=optupdate)
advopt.grid(row=12, column=0, sticky= ’ E ’ )
self.spacinglabel = Tkinter.Label(self.spcframe,text=u "
S p a c i n g ( \ u 0 0 c 5 ) : " ,font= ’ 1 4 ’ )
self.spacinglabel.grid(sticky= ’W ’ ,row=13,column=0,
columnspan=2,pady=5)
self.spacingVariable = Tkinter.StringVar()
self.spacing = Tkinter.Entry(self.spcframe, textvariable=
self.spacingVariable , state=DISABLED)
self.spacingVariable.set(u " 0 . 3 7 5 " )
self.spacing.grid(row=13, column=2, sticky= ’EW ’ ,pady=5)
self.torsdoflabel = Tkinter.Label(self.spcframe,text= "
T o r s i o n a l d e g r e e s o f f r e e d om : " ,font= ’ 1 4 ’ )
self.torsdoflabel.grid(sticky= ’W ’ ,row=14,column=0,
columnspan=2,pady=5)
self.torsdofVariable = Tkinter.StringVar()
self.torsdof = Tkinter.Entry(self.spcframe, textvariable=
self.torsdofVariable , state=DISABLED)
self.torsdofVariable.set(u " 10 " )
self.torsdof.grid(row=14, column=2, sticky= ’EW ’ ,pady=5)
self.rmstollabel = Tkinter.Label(self.spcframe,text= "RMS
c l u s t e r t o l e r a n c e : " ,font= ’ 1 4 ’ )
self.rmstollabel.grid(sticky= ’W ’ ,row=15,column=0,columnspan
=2,pady=5)
self.rmstolVariable = Tkinter.StringVar()
self.rmstol = Tkinter.Entry(self.spcframe, textvariable=
self.rmstolVariable , state=DISABLED)
self.rmstolVariable.set(u " 0 . 5 " )
self.rmstol.grid(row=15, column=2, sticky= ’EW ’ ,pady=5)
self.extnrglabel = Tkinter.Label(self.spcframe,text= "
E x t e r n a l g r i d e n e r g y : " ,font= ’ 1 4 ’ )
self.extnrglabel.grid(sticky= ’W ’ ,row=16,column=0,columnspan
=2,pady=5)
self.extnrgVariable = Tkinter.StringVar()
self.extnrg = Tkinter.Entry(self.spcframe, textvariable=
self.extnrgVariable , state=DISABLED)
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self.extnrgVariable.set(u " 1 0 0 0 " )
self.extnrg.grid(row=16, column=2,sticky= ’EW ’ ,pady=5)
self.ga_pop_sizelabel = Tkinter.Label(self.spcframe,text= "
Number o f i n d i v i d u a l s i n p o p u l a t i o n : " ,font= ’ 1 4 ’ )





self.ga_pop_sizeVariable.set(u " 1 5 0 " )
self.ga_pop_size.grid(row=17, column=2, sticky= ’EW ’ ,pady=5)
self.ga_num_evalslabel = Tkinter.Label(self.spcframe,text= "
Maximum numbe r o f e n e r g y e v a l u a t i o n s : " ,font= ’ 1 4 ’ )





self.ga_num_evalsVariable.set(u " 2 5 0 0 0 0 0 " )
self.ga_num_evals.grid(row=18, column=2, sticky= ’EW ’ ,pady
=5)
self.ga_num_generationslabel = Tkinter.Label(self.spcframe,
text= " Maximum numbe r o f g e n e r a t i o n s : " ,font= ’ 1 4 ’ )






self.ga_num_generationsVariable.set(u " 2 7 0 0 0 " )
self.ga_num_generations.grid(row=19, column=2, sticky= ’EW ’ ,
pady=5)
self.ga_elitismlabel = Tkinter.Label(self.spcframe,text= "
Number o f t o p i n d i v i d u a l s t o s u r v i v e t o n e x t g e n e r a t i o n :
" ,font= ’ 1 4 ’ )




self.ga_elitism = Tkinter.Entry(self.spcframe, textvariable
=self.ga_elitismVariable , state=DISABLED)
self.ga_elitismVariable.set(u " 1 " )
self.ga_elitism.grid(row=20, column=2, sticky= ’EW ’ ,pady=5)
self.ga_mutation_ratelabel = Tkinter.Label(self.spcframe ,
text= " R a t e o f g e n e m u t a t i o n : " ,font= ’ 1 4 ’ )






self.ga_mutation_rateVariable.set(u " 0 . 0 2 " )
self.ga_mutation_rate.grid(row=21, column=2, sticky= ’EW ’ ,
pady=5)
self.ga_crossover_ratelabel = Tkinter.Label(self.spcframe,
text= " R a t e o f c r o s s o v e r : " ,font= ’ 1 4 ’ )






self.ga_crossover_rateVariable.set(u " 0 . 8 " )
self.ga_crossover_rate.grid(row=22, column=2, sticky= ’EW ’ ,
pady=5)
self.ga_window_sizelabel = Tkinter.Label(self.spcframe,text
= " Number o f p r e c e d i n g g e n e r a t i o n s : " ,font= ’ 1 4 ’ )






self.ga_window_sizeVariable.set(u " 10 " )
self.ga_window_size.grid(row=23, column=2, sticky= ’EW ’ ,pady
=5)
self.ga_cauchy_alphalabel = Tkinter.Label(self.spcframe,
text= " A l p h a p a r a m e t e r i n c a u c h y d i s t r i b u t i o n : " ,font= ’ 1 4 ’
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)
self.ga_cauchy_alphalabel.grid(sticky= ’W ’ ,row=13,column=3,
columnspan=2,pady=5)
self.ga_cauchy_alphaVariable = Tkinter.StringVar()
self.ga_cauchy_alpha = Tkinter.Entry(self.spcframe ,
textvariable=self.ga_cauchy_alphaVariable , state=
DISABLED)
self.ga_cauchy_alphaVariable.set(u " 0 . 0 " )
self.ga_cauchy_alpha.grid(row=13, column=5, sticky= ’EW ’ ,
pady=5)
self.ga_cauchy_betalabel = Tkinter.Label(self.spcframe,text
= " B e t a p a r a m e t e r i n c a u c h y d i s t r i b u t i o n : " ,font= ’ 1 4 ’ )






self.ga_cauchy_betaVariable.set(u " 1 . 0 " )
self.ga_cauchy_beta.grid(row=14, column=5, sticky= ’EW ’ ,pady
=5)
self.ga_runlabel = Tkinter.Label(self.spcframe,text= " H y b r i d
G e n e t i c A l g o r i t h m and L o c a l S e a r c h r u n s : " ,font= ’ 1 4 ’ )
self.ga_runlabel.grid(sticky= ’W ’ ,row=15,column=3,columnspan
=2,pady=5)
self.ga_runVariable = Tkinter.StringVar()
self.ga_run = Tkinter.Entry(self.spcframe, textvariable=
self.ga_runVariable , state=DISABLED)
self.ga_runVariable.set(u " 10 " )
self.ga_run.grid(row=15, column=5, sticky= ’EW ’ ,pady=5)
self.sw_max_itslabel = Tkinter.Label(self.spcframe,text= "
I t e r a t i o n s o f S o l i s & Wets l o c a l s e a r c h : " ,font= ’ 1 4 ’ )
self.sw_max_itslabel.grid(sticky= ’W ’ ,row=16,column=3,
columnspan=2,pady=5)
self.sw_max_itsVariable = Tkinter.StringVar()
self.sw_max_its = Tkinter.Entry(self.spcframe , textvariable
=self.sw_max_itsVariable , state=DISABLED)
self.sw_max_itsVariable.set(u " 3 0 0 " )
self.sw_max_its.grid(row=16, column=5, sticky= ’EW ’ ,pady=5)
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rho_symbol = u " \ 0 3 C1 "
self.sw_max_succlabel = Tkinter.Label(self.spcframe,text=u "
C o n s e c u t i v e s u c c e s s e s b e f o r e c h a n g i n g \ u03C1 : " ,font= ’ 1 4 ’
)





self.sw_max_succVariable.set(u " 4 " )
self.sw_max_succ.grid(row=17, column=5, sticky= ’EW ’ ,pady=5)
self.sw_max_faillabel = Tkinter.Label(self.spcframe ,text=u "
C o n s e c u t i v e f a i l u r e s b e f o r e c h a n g i n g \ u03C1 : " ,font= ’ 1 4 ’ )





self.sw_max_failVariable.set(u " 4 " )
self.sw_max_fail.grid(row=18, column=5, sticky= ’EW ’ ,pady=5)
self.sw_rholabel = Tkinter.Label(self.spcframe,text=u " S i z e
o f l o c a l s p a c e ( \ u03C1 ) : " ,font= ’ 1 4 ’ )
self.sw_rholabel.grid(sticky= ’W ’ ,row=19,column=3,columnspan
=2,pady=5)
self.sw_rhoVariable = Tkinter.StringVar()
self.sw_rho = Tkinter.Entry(self.spcframe, textvariable=
self.sw_rhoVariable , state=DISABLED)
self.sw_rhoVariable.set(u " 1 . 0 " )
self.sw_rho.grid(row=19, column=5, sticky= ’EW ’ ,pady=5)
self.sw_lb_rholabel = Tkinter.Label(self.spcframe,text=u "
Lowe r bound on \ u03C1 : " ,font= ’ 1 4 ’ )
self.sw_lb_rholabel.grid(sticky= ’W ’ ,row=20,column=3,
columnspan=2,pady=5)
self.sw_lb_rhoVariable = Tkinter.StringVar()
self.sw_lb_rho = Tkinter.Entry(self.spcframe, textvariable=
self.sw_lb_rhoVariable , state=DISABLED)
self.sw_lb_rhoVariable.set(u " 0 . 0 1 " )
self.sw_lb_rho.grid(row=20, column=5, sticky= ’EW ’ ,pady=5)
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self.ls_search_freqlabel = Tkinter.Label(self.spcframe,text
= " P r o b a b i l i t y o f p e r f o r m i n g l o c a l s e a r c h on i n d i v i d u a l : "
,font= ’ 1 4 ’ )






self.ls_search_freqVariable.set(u " 0 . 0 6 " )


























































tkMessageBox.showinfo( " ALERT Gremml en z Gr emml en z ALERT " , "
B r a c e y o u r self you a r e g e t t i n g G r emm l i z e d ! " )
value = False
while value == False:
value = prep_receptor(receptor_folder ,ncpus,pyshell,
utilities)
value = False
while value == False:




while value == False:
value = prep_zinc(receptor_folder ,ncpus,pyshell,
utilities)
value = False








ligand_folder ,receptor_folder ,pyshell,utilities ,
spacing,ncpus)
value = False
while value == False:
value = map_par(receptor_folder ,ncpus,utilities)
value = False
while value == False:
value = dock_par(receptor_folder ,ligand_folder ,ncpus,
pyshell, utilities , torsdof, rmstol, extnrg,
ga_pop_size , ga_num_evals , ga_num_generations ,
ga_elitism , ga_mutation_rate , ga_crossover_rate ,
ga_window_size , ga_cauchy_alpha , ga_cauchy_beta ,
sw_max_its , sw_max_succ , sw_max_fail , sw_rho,
sw_lb_rho , ls_search_freq , ga_run)
value = False
while value == False:
value = docking(ligand_folder ,receptor_folder ,ncpus,
utilities ,pyshell)
return True
gremmlenzit = Tkinter.Button(self.spcframe,text= " G r emml en z
I t ! " , font= ’ 2 0 ’ , command=gremmlize)
gremmlenzit.grid(row=22,rowspan=2,column=3,columnspan=3,
pady=5,padx=5)












if __name__ == " __main__ " :
app = GDZn(None)





Tabela C.1: Parâmetros tridimensionais do protocolo de ancoragem molecular estabelecido
para a camapanha de ancoragem de MβLs
Variável Valor Descrição
ncpus 200 Número de unidades de processamento
x 60 Dimensão da caixa de ancoramento no eixo x
y 60 Dimensão da caixa de ancoramento no eixo y
z 60 Dimensão da caixa de ancoramento no eixo z
xc -22 Posição do centro da caixa em x
yc 39 Posição do centro da caixa em y
zc 14 Posição do centro da caixa em z
spacing 0.375 Espaçamento em Å de cada ponto em cada
eixo tridimensional da caixa
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Tabela C.2: Parâmetros de busca do protocolo de ancoragem molecular estabelecido para
a camapanha de ancoragem de MβLs
Variável Valor Descrição
torsdof 5 Número de torsões permitidas para o ligante
rmstol 2.0
Limite máximo de variação do RMSD para
obtenção de um melhor candidato para uma
próxima geração
extnrg 1000.0 Limite máximo da energia externa permitido
para a caixa
sw_max_its 300 Número de interações de Solis & Wets em
busca local
sw_max_succ 4 Número máximo de sucessos antes de
modificar o espaço local de busca
sw_max_fail 4 Número máximo de falhas antes de modificar
o espaço local de busca
sw_rho 1.0 Tamanho em Å do espaço local de busca
sw_lb_rho 0.01 Menor ligação reconhecida no espaço local de
busca
ls_search_freq 0.06 Frequência de variação no algorítimo de
busca
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Tabela C.3: Parâmetros do algorítimo genético do protocolo de ancoragem molecular
estabelecido para a camapanha de ancoragem de MβLs
Variável Valor Descrição
ga_pop_size 30000 Número máximo de indivíduos por
população
ga_num_evals 2500000000000 Número máximo de avaliações por geração
ga_num_generations 27000000000 Número máximo de gerações
ga_elitism 1 Total de indivíduos que devem sobreviver em
cada geração
ga_mutation_rate 0.02 Razão de mutação por geração
ga_crossover_rate 0.8 Razão de troca por geração
ga_window_size 10 Número máximo de gerações a serem
elencadas
ga_cauchy_alpha 0.0 Parâmetro alfa de distribuição de grupos
ga_cauchy_beta 1.0 Parâmetro beta de distribuição de grupos
ga_run 1000 Número máximo de rodadas do algorítimo
genético de busca
